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EINLEITUNG 
1.1 DAS HUMANE IMMUNDEFIZIENZVIRUS  
1.1.1  Klinischer Verlauf der HIV-Infektion  
 
Das humane Immundefizienzvirus (HIV) wurde 1983 als Ausl￿ser der 
erworbenen Immunschw￿che AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrom) 
entdeckt (Barre-Sinoussi et al., 1983). Die Infektion durch HIV erfolgt ￿ber die 
Blutbahn oder durch sexuellen Kontakt. Auf eine initial hohe Vir￿mie mit 
grippe￿hnlichen Symptomen folgt eine Latenzzeit, in der durch eine starke 
spezifische humorale und zellul￿re Immunantwort die Viruslast erniedrigt ist. In 
dieser Zeit nimmt die Zahl der CD4-positiven Lymphozyten stetig ab. Das Ende 
der im Schnitt 8-10 j￿hrigen Latenzzeit ist charakterisiert durch einen Abfall der 
CD4-Zellzahl unter 500 Zellen / ml und einem drastischen Anstieg der Viruslast 
(Abb. 1.1). Es tritt eine ausgepr￿gte Immundefizienz auf, die einhergeht mit 
opportunistischen Infektionen, neurologischen Komplikationen und Neoplasien 
(Tindall und Cooper, 1991, Fauci und Lane, 1991).  
Obwohl in den letzten Jahren durch den kombinierten Einsatz von Reverse 
Transkriptase- und Protease-Inhibitoren im Rahmen von HAART (Highly Active 
Anti Retroviral Therapy) Fortschritte in der AIDS-Therapie erzielt wurden, ist 
eine Heilung bis heute nicht m￿glich.  
 
Abb. 1.1 Typischer Verlauf der HIV-1 Infektion in Bezug auf die klinischen 
Parameter Viruslast und CD4-Zellzahl. Der Verlauf kann im einzelnen von Patient zu 
Patient je nach momentaner Viruslast von diesem Schema abweichen. Aus: Retroviruses, 
John Coffin, 1997 Einleitung                                                                                                                 2 
 
1.1.2  Der Aufbau des Humanen Immundefizienzvirus 
 
HIV z￿hlt zur Gruppe der Lentiviren aus der Familie der Retroviren. Das Virus 
enth￿lt zwei Kopien des RNA-Genoms, auf dem alle viralen Proteine kodiert sind. 
Nach der reversen Transkription integriert die provirale DNA ins Genom der 
Wirtszelle (Abb. 1.2). 
 
gag
pro                 pol 
vif rev1 rev2
env nef
tat1 tat2
vpr vpu U3   R U5  PBS PPT   U3   R U5
Provirale DNA (~ 9,2 kb)
gag
pro                 pol 
vif rev1 rev2
env nef
tat1 tat2
vpr vpu U3   R U5  PBS PPT   U3   R U5
Provirale DNA (~ 9,2 kb)
gag
pro                 pol 
vif rev1 rev2
env nef
tat1 tat2
vpr vpu U3   R U5  PBS PPT   U3   R U5
Provirale DNA (~ 9,2 kb)
  
Abb. 1.2: Genomische Struktur des integrierten HIV-1 Provirus. Am 5·- und 3·-Ende 
des Provirus werden die offenen Leserahmen durch die LTR (Long Terminal Repeat)-
Sequenzen eingegrenzt. Diese bestehen aus der U3-, R- und U5-Region, wobei die U3-
Region spezifisch f￿r das 3·-Ende der viralen RNA ist, U5 f￿r das 5·-Ende. Die Sequenz 
R befindet sich an beiden Enden der viralen RNA. Die provirale DNA kodiert die offenen 
Leserahmen f￿r die internen Strukturproteine (gag), die viralen Enzyme (pro und pol), 
das H￿llprotein (env), die regulatorischen Proteine (tat, rev und nef) und die akzesso-
rischen Proteine (vif, vpr und vpu).  
 
Die viralen Enzyme und Strukturproteine werden als Polyproteine synthetisiert 
und durch die virale Protease, selbst Teil des Pro-Pol-Polyproteins, in die 
einzelnen Proteine gespalten. Das Gag-Polyprotein wird erst bei der 
Partikelreifung in die virusinternen Strukturproteine Matrix (MA), Capsid (CA), 
Nucleocapsid (NC) und p7 gespalten. Aus dem Pro-Pol-Polyprotein werden die 
viralen Enzyme Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN) 
abgespalten. Das HIV-1 H￿llprotein (Env) besteht aus einem Oberfl￿chen- (SU, 
gp120) und einem Transmembran- (TM, gp41) Glykoprotein. Im Gegensatz zu 
den Polyproteinen Gag und Pro-Pol wird das Env-Polyprotein im Golgi durch 
zellul￿re Proteasen in das SU- und TM-Protein gespalten.  
Zus￿tzlich zu den Proteinen der einfachen Retroviren kodiert das HIV-1 Genom 
weitere Proteine, die die Infektion und Replikation regulieren. Zu den 
regulatorischen Proteinen z￿hlen Tat und Rev. Das Tat-Protein (transkriptioneller 
Transaktivator) ist ein potenter Aktivator der HIV-1 Genexpression. Rev reguliert Einleitung                                                                                                                 3 
 
den Transport ungesplei￿ter und einfach gesplei￿ter RNA aus dem Zellkern ins 
Zytoplasma, wo die Strukturproteine und Enzyme des Virus exprimiert und die 
genomische RNA verpackt werden. Anhand der Rev-Aktivit￿t kann der HIV-
Replikationszyklus in eine fr￿he, regulatorische und eine sp￿te, produktive Phase 
unterteilt werden.  
Die akzessorischen, f￿r die Replikation in Zelllinien nicht notwendigen Proteine 
Vif (Viral Infectivity Factor), Vpu (Viral Protein U), Vpr (Viral Protein) und Nef 
(Negative Factor) beeinflussen sowohl virale als auch zellul￿re Prozesse und sind 
somit ebenfalls an der Regulation in unterschiedlichen Stadien des Replikations-
zyklus beteiligt (Nye und Parkin, 1995).  
 
1.1.3  Der Replikationszyklus von HIV-1 
 
HIV bindet ￿ber CD4 und einen Korezeptor an die Zielzelle. Makrophagentrope 
Viren nutzen neben CD4 den Chemokinrezeptor CCR5 zum Zelleintritt, T-
Zelltrope Viren nutzen den Chemokinrezeptor CXCR4. Weiterhin sind die 
Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCR8, V28, Bob oder Bonzo 
als Korezeptor f￿r bestimmte HIV-Isolate bekannt (Berger et al., 1999, Murakami 
et al., 2000). Nach Anbindung des Virus an die Zielzelle erfolgt eine 
Konformations￿nderung im HIV-1 H￿llprotein, wodurch die Zellfusion erfolgt.  
Im Zytoplasma wird aus dem Kapsid der Pr￿integrationskomplex, bestehend aus 
dem RNA-Genom, Reverser Transkriptase, Integrase, Matrix-Protein und Vpr, 
freigesetzt. Innerhalb dieses Komplexes erfolgt die reverse Transkription und die 
Bildung der doppelstr￿ngigen Provirus-DNA. Der Pr￿integrationskomplex 
wandert in den Zellkern, wo die Integrase die Ligation der Provirus-DNA in die 
genomische DNA der Zelle katalysiert. Je nach Aktivierungs- und Zellzyklus-
situation der Zelle erfolgt die Expression der viralen Gene. In der fr￿hen Phase 
werden vor allem die regulatorischen Proteine Tat und Rev gebildet. Liegen 
ausreichende Mengen dieser regulatorischen Proteine vor, werden durch Rev 
ungesplei￿te und einfach gesplei￿te mRNAs und die genomische RNA ins 
Zytoplasma transportiert, wo nun die Translation der Strukturproteine sowie der 
viralen Enzyme erfolgt. Durch eine N-terminale Signalsequenz gelangt das 
entstehende Env-Protein in das endoplasmatische Retikulum, wo es an 
spezifischen Aminos￿uren glykosyliert wird, die Oligomerisierung der Env-Einleitung                                                                                                                 4 
 
Proteine stattfindet und diese anschlie￿end ￿ber den Golgi-Apparat an die 
Zellmembran gelangen. Gag- und Gag-Pro-Pol-Polyproteine werden von der 
ungesplei￿ten mRNA im Zytoplasma translatiert und lagern sich auf der 
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran an. ￿ber Interaktion des Gag-
Polyproteins mit dem Verpackungssignal des Virusgenoms wird die genomische 
RNA in den sich abschn￿renden Viruspartikel inkorporiert (Abb. 1.3). Innerhalb 
dieses unreifen Viruspartikels erfolgt nach der Abschn￿rung die weitere Reifung 
zum infekti￿sen Viruspartikel, indem die Gag-, Gag-Pro-Pol- und Env-
Polyproteine durch die virale Protease in die einzelnen Proteine gespalten werden.  
 
 
Abb. 1.3: Replikationszyklus von HIV. (modifiziert nach Modrow und Falke, 1997).  
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1.1.4  Die Rezeptoren des Humanen Immundefizienzvirus 
 
Der prim￿re Rezeptor f￿r HIV-1 ist das CD4-Molek￿l (Sweet et al., 1991). CD4 
ist ein Oberfl￿chenmarker auf T-Helferzellen und fungiert bei der 
Antigenerkennung als Korezeptor des T-Zellrezeptors (Janeway, 1992). Daneben 
wird CD4 in geringerer Dichte auf Monozyten und Makrophagen sowie auf 
anderen phagozyt￿ren Zellen exprimiert. CD4 dient auf diesen Zellen als 
Korezeptor f￿r MHC-Klasse II Molek￿le und besteht in der extrazellul￿ren 
Dom￿ne aus vier Immunglobulindom￿nen. Das HIV-1 Oberfl￿chenh￿llprotein 
gp120 bindet an die ￿usserste Immunglobulindom￿ne (D1). Die Bindung von 
gp120 an CD4 alleine reicht jedoch nicht aus, um eine Fusion mit der Zielzelle 
auszul￿sen. Die Beobachtung, dass einige, vor allem in fr￿hen Phasen der 
Infektion gewonnene HIV-1 Isolate neben stimulierten PBMC auch ausdifferen-
zierte Makrophagen infizieren k￿nnen, w￿hrend andere aus sp￿teren Stadien 
isolierte Viren dagegen bef￿higt waren, in T-Zelllinien aber nicht in Makrophagen 
zu replizieren, f￿hrte 1996 zur Entdeckung der Korezeptoren von HIV-1 (Deng et 
al., 1996, Doms et al., 1997, Bieniasz et al., 1998). Als Korezeptor f￿r T-
Zelltrope (T-trope) St￿mme wurde ein 7-Transmembranprotein identifiziert, das 
zun￿chst als Fusin bezeichnet wurde (Feng et al., 1996). Aufgrund seiner 
Funktion als Chemokinrezeptor wurde es sp￿ter in CXCR4 umbenannt. Als 
Korezeptor f￿r makrophagen-trope (M-trope) HIV-1 Isolate wurde der 
Chemokinrezeptor CCR5 identifiziert (Alkhatib et al., 1996, Deng et al., 1996, 
Doranz et al., 1996, Dragic et al., 1996). CCR5 dient als Rezeptor f￿r die β -
Chemokine Rantes, MIP-1α  und MIP-1β . 1995 wurden diese als von CD8-
positiven T-Zellen sekretierte, HIV-1 inhibitorische Faktoren beschrieben (Cocchi 
et al., 1995). Menschen, die aufgrund einer homozygoten 32bp Deletion im 
CCR5-Gen keinen funktionellen Rezeptor bilden, sind durch M-trope HIV-
St￿mme nicht infizierbar. Die prim￿re Infektion mit HIV-1 erfolgt in nahezu 100 
% der F￿lle durch M-trope Viren. Das Auftreten T-troper HIV-Isolate bei etwa 50 
% der HIV-Infizierten ist oftmals mit dem Voranschreiten der Krankheit hin zu 
manifestiertem AIDS assoziiert. Im Vergleich zu makrophagentropen zeigen T-
trope Viren eine st￿rkere Tendenz, Zell-Zell-Fusion und damit die Bildung 
sogenannter Riesenzellen (Synzytien) zu induzieren. Sie werden daher teilweise Einleitung                                                                                                                 6 
 
auch als SI (syncytia-inducing) St￿mme bezeichnet, w￿hrend M-trope St￿mme als 
NSI (non-syncytia-inducing) bezeichnet werden.  
1.1.5  Das Expressionsmuster der HIV-1 Korezeptoren auf 
h￿matopoetischen Zellen  
 
Die CXCR4- und CCR5-Expression in den unterschiedlichen h￿matopoetischen 
Zellen wurde von verschiedenen Gruppen untersucht. W￿hrend CXCR4 auf allen 
ausser den erythroiden Zellen exprimiert wird, zeigen nur Monozyten / 
Makrophagen, Dendritische Zellen und T-Zellen eine nennenswerte CCR5- 
Expression. Betrachtet man CD4-positive T-Lymphozyten im periph￿ren Blut, so 
wird CCR5 pr￿ferentiell auf CD45RO-positiven
 Memory-Zellen exprimiert, die 
haupts￿chlich in peripheren Geweben zu finden sind. CD45RA-positive
  naive, 
unstimulierte T-Zellen dagegen exprimieren den Chemokinrezeptor CXCR4. 
Diese Zellen stellen haupts￿chlich das ￿lymphnode homing subset￿ dar. CCR5 
wird nicht auf naiven T-Zellen exprimiert, CXCR4 wird auf Memory-Zellen in 
signifikant niedrigerer Dichte exprimiert als CCR5 (Lee et al., 1999).  
Bei Stimulation der T-Zellen werden die Chemokinrezeptoren unterschiedlich 
reguliert. Die CXCR4-Expression wird durch PHA und IL-2 in 3-6 Tagen 
hochreguliert und f￿llt dann wieder leicht ab. CCR5 zeigt einen langsamen aber 
konstanten Anstieg der Expression bei Kultivierung der Zellen in IL-2 Medium 
(Bleul et al., 1997). Die Expression der beiden Rezeptoren ist dabei gr￿￿tenteils 
reziprok, so dass vermutlich eine unterschiedliche Suszeptibilit￿t einzelner T-Zell-
Subsets f￿r M- und T-trope Viren besteht (Bleul et al., 1997, Unutmaz et al., 
1997). Einleitung                                                                                                                 7 
 
1.2 M￿GLICHE  STRATEGIEN ZUR GENTHERAPIE DER HIV-
INFEKTION 
 
Ans￿tze zur intrazellul￿ren Immunisierung gegen HIV sind an allen wesentlichen 
Schritten im Replikationszyklus des Virus vom Zelleintritt bis zur Freisetzung 
neuer Viruspartikel denkbar. Gene f￿r inhibitorische Proteine oder inhibitorisch 
wirkende RNA-Molek￿le werden hierbei in die Zellen eingebracht. Erfolgt der 
Gentransfer in h￿matopoetische Stammzellen (HSC), so tragen alle aus diesen 
pluripotenten Zellen hervorgehenden, differenzierten Zellen das Transgen. Ein 
weiterer Ansatz ist der Gentransfer in prim￿re CD4-positive T-Zellen, die dem 
Patienten zuvor entnommen und nach Einbringen des Transgens reinfundiert 
werden. Im Folgenden werden einige inhibitorische Molek￿le n￿her beschrieben.  
 
Auf der Zelloberfl￿che exprimierte bzw. sezernierte Proteine wie z. B. das T20- 
Peptid (Kilby et al., 1998) inhibieren die Fusion des Virus mit der Zellmembran 
und greifen somit in einem sehr fr￿hen Stadium der Zellinfektion ein. Intrazellul￿r 
exprimierte Antik￿rperfragmente beeintr￿chtigen nach Anbindung an virale 
Proteine deren Funktion. Sie wurden gegen verschiedene virale Proteine 
entwickelt (Duan et al., 1994, Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen et al., 1996, Ho et 
al., 1998, Marasco et al., 1999). Interessant sind hierbei jedoch vor allem die 
Antik￿rperfragmente, die vor der Integration des Provirus in das Wirtszellgenom 
eingreifen, wie zum Beispiel gegen Integrase und Reverse Transkriptase 
gerichtete Antik￿rperfragmente. Ribozyme sind katalytische RNA-Molek￿le, die 
sequenzspezifisch RNA spalten. Ein weiterer auf RNA basierender Ansatz ist die 
Expression von RNA-Decoys, die RNA-Erkennungssequenzen f￿r virale Proteine 
darstellen und diese durch sequenzspezifische Bindung abfangen. Die 
intrazellul￿re Expression transdominant negativer regulatorischer Proteine, wie 
zum Beispiel von RevM10 (Bevec et al., 1992, Plavec et al., 1997, Bohyhadi et 
al., 1997) f￿hrten bei Dimerisierung mit den entsprechenden viralen Proteinen zu 
deren Inaktivierung. F￿r andere Proteine wie das Interleukin 16 wird ein 
inhibierender Einfluss auf die virale Transkription beschrieben.  
Einige gentherapeutische Ans￿tze zur Heilung von AIDS, X1- und ADA-SCID 
befinden sich bereits in klinischen Pr￿fungen (Culver et al., 1991, Blaese et al., Einleitung                                                                                                                 8 
 
1995b, Bordignon et al., 1995, Onodera et al., 1998, Wong-Staal et al., 1998, 
Amado et al., 1999, Bauer et al., 2000, Cavazzana-Calvo et al., 2000).  
 
1.2.1  Einkettige Antik￿rperfragmente (scFv) gegen HIV-1 Proteine 
 
Einkettige Antik￿rperfragmente (single chain Fragments of variable domains, 
scFv bzw. Intrabodies) bestehen aus der variablen Region der leichten und der 
schweren Kette eines Antik￿rpers, wobei beide Dom￿nen mit einem flexiblen 
Peptidlinker kovalent verbunden sind (Biocca et al., 1990). ScFv stellen das 
kleinstm￿gliche Antik￿rperfragment dar, das die Spezifit￿t und Affinit￿t des 
parentalen Antik￿rpers aufweist. Diese scFv k￿nnen intrazellul￿r exprimiert 
werden und in verschiedenen Zellkompartimenten das von ihnen erkannte Protein 
hochspezifisch binden und dadurch inaktivieren. Einkettige Antik￿rperfragmente 
wurden gegen fast alle regulatorischen, katalytischen und strukturellen Proteine 
des humanen Immundefizienzvirus entwickelt (Marasco et al., 1993, Duan et al., 
1994, Mhashilkar et al., 1995, Shaheen et al., 1996, Levy-Mintz et al., 1996, 
Tewari  et al., 1998, Winkler et al., 2000, Bouhamdan et al., 2000). Die 
inhibitorische Wirkung greift dabei je nach erkanntem Protein an 
unterschiedlichen Stellen des HIV-Replikationszyklus ein.  
Die Arbeitsgruppe von Roger Pomerantz (Thomas Jefferson University, 
Philadelphia, USA) entwickelte einkettige Antik￿rperfragmente gegen die HIV-1 
Proteine Rev (Duan et al., 1994), Integrase (Levy-Mintz et al., 1996) und Reverse 
Transkriptase (Shaheen et al., 1996). Hierbei greifen die scFv gegen Integrase und 
Reverse Transkriptase (RT) vor der Integration des Provirus ins Genom der 
Zielzelle in den HIV-1 Replikationszyklus ein und stellen dadurch einen sehr 
interessanten Ansatz zur Immunisierung CD4-positiver T-Zellen im Rahmen einer 
HIV-Gentherapie dar. Das anti-RT-scFv neutralisiert spezifisch die RT-Aktivit￿t 
im Pr￿integrationskomplex und beeintr￿chtigt dadurch den Prozess der reversen 
Transkription und somit die Bildung proviraler DNA. In einer T-Zelllinie wurde 
die HIV-1 Replikation bis zu 22 Tage nach der Infektion um 80 % bis 97 % 
inhibiert (Shaheen et al., 1996). Das anti-Integrase-scFv ist gegen die C-terminale 
Dom￿ne der HIV-1 Integrase gerichtet, die an der Dimerisierung und 
unspezifischen DNA-Bindung beteiligt ist. Die intrazellul￿re Expression dieses Einleitung                                                                                                                 9 
 
scFv inhibierte die HIV-1 Replikation in T-Zelllinien und prim￿ren T-Zellen bis 
zu 24 Tage nach Infektion um 95 -98 % (Levy-Mintz et al., 1996).  
 
1.2.2  Ribozyme 
 
Ribozyme sind kleine RNA-Molek￿le mit katalytischer Aktivit￿t. Sie binden ￿ber 
komplement￿re Basenpaarung an die Ziel-RNA und spalten diese sequenz-
spezifisch, in der Regel an einem GUC oder AUC-Triplett. Ribozyme wurden als 
katalytische Komponenten von Protein/RNA-Komplexen wie der RNase P 
(Altman  et al., 1983), als katalytisch aktive RNA-Bestandteile verschiedener 
Viren (Wu et al., 1989) und in RNA-Transkripten mitochondrialer DNA 
verschiedener Spezies gefunden (Saville und Collins, 1991).  
Hammerhead-Ribozyme verdanken ihren Namen der charakteristischen Sekund￿r-
struktur. Mit 50 Nukleotiden stellen sie die bisher kleinste bekannte Ribozym-
verbindung dar. Die Spaltreaktion ist eine Phosphodiester-Umesterung, die die 
Anwesenheit zweiwertiger Metallkationen ben￿tigt. Hairpin-Ribozyme sind 
ebenfalls nach ihrer Sekund￿rstruktur benannt. Die Spaltreaktion dieser Ribozyme 
ist reversibel, wobei das Gleichgewicht zwischen Spaltung und Ligation von der 
Salzkonzentration abh￿ngt, die die Stabilit￿t der Ribozym- Sekund￿rstruktur 
beeinflusst. Die intrazellul￿ren ionischen Bedingungen beg￿nstigen die 
Spaltreaktion.  
 
Ribozyme wurden gegen verschiedene Sequenzen des HIV-1 Genoms entwickelt. 
Wichtige Faktoren sind eine hohe Homologie der Zielsequenz zwischen 
verschiedenen HIV-1 Isolaten und eine f￿r das Ribozym zug￿ngliche Sekund￿r- 
bzw. Terti￿rstruktur des entsprechenden RNA-Bereiches. Einige der bisher 
entwickelten anti-HIV-Ribozyme inhibierten die HIV-1 Replikation nach 
retroviralem Gentransfer in CD4-positive Zellen um 1-4 Gr￿￿enordnungen 
(Ojwang et al., 1992, Yamada et al., 1994, Yu et al., 1995, Klebba, 2000).   
Der Vorteil von Ribozymen in der HIV-Gentherapie ist die geringe Gr￿￿e der 
Ribozym-kodierenden cDNA und die Tatsache, dass Ribozyme nicht in Protein 
translatiert werden und somit nicht immunogen sind. In ersten klinischen Studien 
konnten nach retroviralem Gentransfer Ribozym-kodierender Vektoren in T-
Zellen (Carr et al., 1999) und CD34-positiver Blutstammzellen (Zaia et al., 1999) Einleitung                                                                                                                10 
 
die Ribozyme 10 bzw. 12 Monate nach Gentransfer im K￿rper nachgewiesen 
werden.  
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Ribozymen handelt es sich um ein Hairpin-
Ribozym, das spezifisch das zweite GUC-Triplett in der 5·- LTR von HIV-1 
spaltet (Ojwang et al., 1992), und ein Hammerhead-Ribozym, welches die HIV-1 
RNA am 13. GUC-Triplett im pol Gen spaltet (Klebba, 2000). Nach retroviralem 
Gentransfer in eine T-Zelllinie, Sortierung auf hoch Ribozym-exprimierende 
Zellen und anschie￿ender HIV-Infektion dieser Zellen war die HIV-1 Replikation 
￿ber 7 Wochen um 4 Gr￿￿enordnungen inhibiert. Des weiteren konnte f￿r die 
Ribozym-exprimierenden Zellen ein selektiver ￿berlebensvorteil festgestellt 
werden (Klebba et al., 2000).  
 
1.2.3  Interleukin 16 
 
1982 wurde aus dem ￿berstand CD8-positiver T-Zellen ein Protein isoliert, das 
wegen seiner chemotaktischen Wirkung auf T-Zellen als ￿Lymphocyte 
Chemoattractant Factor￿ (LCF) bezeichnet wurde (Center und Cruikshank, 1982). 
Dieses Zytokin, das sp￿ter in Interleukin 16 (IL-16) umbenannt wurde, vermittelt 
migratorische und proliferative Effekte nach Anbindung und Kreuzvernetzung 
von CD4 als seinem nat￿rlichen Rezeptor. W￿hrend die IL-16 mRNA sowohl in 
CD4-positiven als auch in CD8-positiven T-Zellen vorliegt, wird das 
Vorl￿uferprotein pro-IL-16 nur in CD8-positiven Zellen in signifikanten Mengen 
exprimiert. Die Caspase 3 spaltet in diesen Zellen das 67 kD gro￿e pro-IL-16 
zwischen Aspartat 253 und Serin 254, wodurch ein 121 Aminos￿uren langes C-
terminales Fragment, das biologisch aktive Interleukin 16, freigesetzt wird (Zhang 
et al., 1998).  
Neben den immunmodulatorischen und proinflammatorischen Wirkungen wurde 
1995 erstmals eine inhibitorische Wirkung des Interleukin 16 auf die Replikation 
von HIV-1 beschrieben (Baier et al., 1995). Nach Zugabe von rekombinantem 
humanem (IL-16hu) bzw. simianem IL-16 (IL-6agm) der Afrikanischen Gr￿nen 
Meerkatze (Agm) zu CD8-depletierten PBMC und anschlie￿ender HIV-1 
Infektion dieser Kulturen war eine Inhibition der HIV-1-Replikation bei 
Konzentrationen von 20 ￿g / ml (IL-16hu) bzw. 10 ng / ml (IL-16agm) zu erkennen. 
In sp￿teren Versuchen konnte gezeigt werden, dass auch mittels eukaryotischer Einleitung                                                                                                                11 
 
Expressionsvektoren intrazellul￿r exprimiertes IL-16 einen inhibierenden Einfluss 
auf die HIV-1 Replikation hat (Zhou et al., 1997). Die Konzentration im 
Zellkultur￿berstand betrug 1-10 ng / ml. Andere Gruppen hingegen konnten diese 
inhibitorische Wirkung nach Zugabe rekombinanten IL-16 (0,2 bzw. 10 ￿g / ml) 
zu CD4-positiven PBMC HIV-1 infizierter Donoren nicht (Gao et al., 1997) bzw. 
nur bei PBL einiger Donoren (Amiel et al., 1999) nachweisen. 
Des weiteren wird die IL-16-Konzentration im Serum HIV-1 infizierter Patienten 
als Surrogatmarker f￿r die HIV-1 Therapie diskutiert (M￿ller, 1999).  
 
1.3 RETROVIRALE  VEKTOREN F￿R DEN GENTRANSFER IN 
H˜MATOPOETISCHE ZELLEN 
 
F￿r verschiedene erbliche und erworbene Erkrankungen des Immunsystems, die 
medikament￿s schwer zu therapieren sind, stellen gentherapeutische Ans￿tze eine 
m￿gliche L￿sung dar. Denkbare klinische Anwendungen sind das Einbringen von 
Wildtyp-Genen bei erblichen genetischen Erkrankungen wie ADA-SCID (Blaese 
et al., 1995b, Bordignon et al., 1995, Kohn et al., 1995, Hoogerbrugge et al., 
1996, Onodera et al., 1998) oder X1-SCID (Cavazzana-Calvo et al., 2000), die 
Expression immunmodulatorischer Zytokine in der Krebstherapie (Hwu et al., 
1994), Suizid-Gentransfer zur Kontrolle der Graft-versus-Host-Erkrankung 
(Bonini et al., 1997, Tiberghien 1998, Cahn et al., 1999, Kuhlcke et al., 2000) und 
die ￿intrazellul￿re Immunisierung￿ von Zellen gegen virale Infektionen wie z. B. 
bei der HIV-1 Infektion (Lee et al., 1994, Leavitt et al., 1994, Woffendin et al., 
1996, Klebba et al., 2000, Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen et al., 1996, Bevec et 
al., 1992, Bonyhadi et al., 1997).  
Der Gentransfer kann in die pluripotenten h￿matopoetischen Stammzellen (HSC) 
erfolgen, wodurch theoretisch alle daraus hervorgehenden Zellen der lymphoiden, 
myeloiden und erythroiden Linien das Transgen tragen (Asahara et al., 2000). Die 
klinische Anwendung des Stammzellgentransfers wird bisher durch die 
schwierige Isolation der CD34-positiven Stammzellen, die eine sehr kleine 
Population im peripheren Blut darstellen (Sutherland et al., 1994), und deren 
Transduktion und Expansion unter Beibehaltung der Repopulierungseigenschaften 
erschwert (Beck-Engeser et al., 1991, Bender et al., 1992, Peters et al., 1996).  Einleitung                                                                                                                12 
 
Eine weitere M￿glichkeit besteht im Gentransfer in die ausdifferenzierten Zellen 
des h￿matopoetischen Systems, die von der jeweiligen Krankheit betroffen sind. 
T-Lymphozyten sind neben den h￿matopoetischen Stammzellen bevorzugte 
Zielzellen f￿r die Gentherapie von AIDS, SCID und zur Kontrolle der allogenen 
Graft-versus-Host-Erkrankung (GvHD). Im Gegensatz zu HSC sind T-
Lymphozyten leicht aus dem Patienten zu isolieren, ex vivo zu transduzieren und 
zu expandieren (Culver et al., 1991, Mavilio et al., 1994, Bunnell et al., 1997). 
Die Lebensspanne dieser Zellen reicht in vivo von einigen Wochen bis zu 
mehreren Jahren (Culver et al., 1991, Mavilio et al., 1994). Im Hinblick auf eine 
intrazellul￿re Immunisierung gegen HIV ist ein Gentransfer in die CD4-positive 
Subpopulation der T-Lymphozyten erforderlich (Nabel et al., 1994, Gladow et al., 
2000, Klebba et al., 2000). Ex vivo Gentransferexperimente an Rhesus Affen 
(Macaca mulatta) zeigten, dass bei mehrfachen Infusionen einer ausreichend 
gro￿en Zahl autologer transfervektorpositiver CD4-Lymphozyten bis zu 21 
Wochen nach Reinfusion transduzierte CD4-positive PBL nachgewiesen werden 
konnten (Bunnell et al., 1997). Die Zahl infundierter CD4-positiver Lymphozyten 
war mit 1-6 x 10
8 in etwa gleich der Zahl endogener CD4-positiver Lymphozyten. 
In klinischen Studien am Menschen zum Transfer genetisch modifizierter CD4-
positiver Lymphozyten wurden pro Infusion 10
8 bis 10
11 autologe Zellen 
reinfundiert, wobei der Anteil transfervektorpositiver Zellen bei 10-35 % lag 
(Morgan et al., 1996, Cooper et al., 1999).  
 
1.3.1  Aufbau retroviraler Vektorsysteme 
 
Als virale Vektoren werden infekti￿se, aber nicht replikationskompetente 
Viruspartikel, die Fremdgene ￿bertragen k￿nnen, bezeichnet. Das Genom eines 
retroviralen Vektors enth￿lt die 5·- und 3·-flankierenden LTR-Strukturen und die 
Verpackungssequenz (Ψ ), die f￿r die viralen Proteine kodierenden Sequenzen 
werden durch therapeutische Gene und/oder Markergene ersetzt. Retrovirale 
Vektoren haben eine Klonierungskapazit￿t von 8-9 kb f￿r heterologe Sequenzen. 
Die Herstellung der Vektoren erfolgt durch sogenannte Verpackungszellen, wobei 
die viralen Enzyme und Strukturproteine in trans zur Verf￿gung gestellt werden 
(Abb. 1.4). Die Expressionskonstrukte f￿r gag/pol und env tragen kein 
Verpackungssignal und werden somit nicht Bestandteil des Vektorgenoms. Liegt Einleitung                                                                                                                13 
 
in der Verpackungszelle ein Ψ -positiver Transfervektor vor, werden infekti￿se 
Vektorpartikel in den Zellkultur￿berstand abgegeben. Retrovirale Vektoren 
erlauben die stabile Integration des Vektorgenoms ins Genom der Zielzelle und 
eine lang anhaltende Transgenexpression.  
 
Ψ
LTR LTR heterologes Gen
Vektor-RNA
Ψ
LTR polyA
Gag- und Pol-Proteine
gag        pol
LTR polyA
Env-Proteine
env
Promotor
Ψ
LTR LTR heterologes Gen
Vektor-RNA
Ψ
LTR polyA
Gag- und Pol-Proteine
gag        pol
LTR polyA
Env-Proteine
env
Promotor
 
 
Abb. 1.4: Aufbau einer Verpackungszelle f￿r retrovirale Vektoren. Die viralen 
Proteine Gag/Pol und Env werden auf verschiedenen Konstrukten kodiert, um das 
Rekombinationsrisiko und somit das Risiko zur Entstehung replikationskompetenter 
Viren zu minimieren. Nur das Ψ -positive Vektorgenom wird in die Vektoren verpackt 
und nach Infektion in die Zielzellen ￿bertragen. LTR: Long Terminal Repeat, Ψ : 
Verpackungssignal. 
 
Die am besten charakterisierten und in klinischen Studien oftmals eingesetzten 
retroviralen Vektoren sind vom murinen Leuk￿mievirus (MLV) abgeleitet. Da 
amphotropes MLV und davon abgeleitete Vektoren zum Zelleintritt den auf 
humanen Zellen ubiquit￿r exprimierten Phosphattransporter Ram-1 als Rezeptor 
nutzen, k￿nnen sie fast alle humanen Zelltypen transduzieren (Kavanaugh et al., 
1994, Eiden et al., 1996, Kozak et al., 1995).  
Ein Nachteil onkoretroviraler Vektoren ist, dass die Integration des Vektorgenoms 
ins Genom der Zielzelle die Aufl￿sung der Kernmembran erfordert und somit 
Mitose-abh￿ngig ist (Springett et al., 1989, Miller et al., 1990). Lentivirale 
Vektoren erm￿glichen die Transduktion ruhender Zellen, da der Pr￿integrations-
komplex von Lentiviren die Kernmembran passieren kann (Naldini et al., 1996, 
Bl￿mer et al., 1997). Allerdings bestehen gegen lentivirale Vektoren u.a. aufgrund 
der Notwendigkeit potentiell zytotoxischer akzessorischer viraler Proteine bisher 
noch Sicherheitsbedenken.  
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1.3.2  Retrovirale Pseudotypvektoren  
 
Unter Pseudotypisierung versteht man die Inkorporation heterologer H￿llproteine 
in Viruspartikel. Ersetzt man das homologe H￿llprotein durch das Env-Protein 
eines anderen Virus, so erhalten die daraus entstehenden Vektoren den Tropismus 
des Virus, von dem das heterologe H￿llprotein stammt. Je nach Ursprung des 
Env-Proteins kann dabei der Tropismus des urspr￿nglichen Vektors erweitert oder 
eingeschr￿nkt werden. Diese Pseudotypisierung kann neben der Tropismus-
￿nderung auch zur Steigerung der Transduktionseffizienz der generierten 
Vektoren oder zu einer erh￿hten Vektorstabilit￿t f￿hren. Pseudotypisiert man 
MLV-Vektoren mit dem H￿llprotein des Gibbon Ape Leukemia Virus (GaLV), so 
zeigen diese [MLV(GaLV)]-Vektoren eine h￿here Transduktionseffizienz f￿r 
h￿matopoetische Zellen, da der GaLV-Rezeptor (Glr-1, auch Pit-1 genannt) auf 
diesen Zellen 8 bis 19-fach st￿rker exprimiert ist als Ram-1 (Bunnell et al., 1995, 
Lam et al., 1996). [MLV(GaLV)] Pseudotypvektoren finden aus diesem Grund 
zum Gentransfer in T-Zellen breite Anwendung. Die Pseudotypisierung mit dem 
G-Protein des Vesikul￿ren Stomatitisvirus (VSV) resultiert in stabileren Vektoren, 
die besser aufkonzentriert werden  k￿nnen (Burns et al., 1993, Sharma et al., 
1996, Gallardo et al., 1997). Das H￿llprotein des MLV 10A1 kann sowohl den 
ampho MLV Rezeptor Ram-1 als auch den GaLV-Rezeptor Pit-1 zum Zelleintritt 
nutzen (Miller et al., 1991, Uckert et al., 2000). Das H￿llprotein des felinen 
RD114-Retrovirus ist resistent gegen humanes Komplement und vermittelt den 
Zelleintritt ￿ber den Rezeptor hATB (Rasko et al., 1999). W￿hrend die oben 
aufgef￿hrten Pseudotypvektoren nahezu alle humanen Zelltypen transduzieren 
k￿nnen, wurde mit der Pseudotypisierung von MLV mit dem H￿llprotein des 
humanen Immundefizienzvirus (HIV-1) die Generierung von Pseudotypvektoren 
mit eingeschr￿nkten Tropismus f￿r CD4-positive Zellen beschrieben (Schnierle 
und Stitz et al., 1997, Abb. 1.5).  Einleitung                                                                                                                15 
 
 
CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5
[MLV(HIV-1cxcr4)] [MLV(HIV-1CCR5)] [MLV(GaLV)]
CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 - CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 / CCR5
[MLV(HIV-1cxcr4)] [MLV(HIV-1CCR5)] [MLV(GaLV)] [MLV(GaLV)]
CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 - CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5
[MLV(HIV-1cxcr4)] [MLV(HIV-1CCR5)] [MLV(GaLV)]
CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 - CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 / CCR5
[MLV(HIV-1cxcr4)] [MLV(HIV-1CCR5)] [MLV(GaLV)] [MLV(GaLV)]
CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 / CXCR4 CD4 / CCR5 CD4 -
 
Abb. 1.5: Zelltypspezifische vs. unspezifischer Transduktion. Schematische 
Darstellung der CD4/Korezeptor-spezifischen Transduktion durch [MLV(HIV-1)]-
Vektoren und der unspezifischen Transduktion durch [MLV(GaLV)]-Vektoren ￿ber den 
ubiquit￿r exprimierten GaLV-Rezeptor.  
 
Zellspezifische Vektoren sind eine Grundvoraussetzung f￿r gentherapeutische 
Ans￿tze  in vivo, bei denen die Vektoren intraven￿s appliziert werden. 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren transduzieren spezifisch CD4-positive Zellen, wodurch 
sie f￿r eine in-vivo Gentherapie von ADA-SCID oder AIDS geeignet scheinen. 
Diese CD4- und damit Zelltyp-spezifische Transduktion k￿nnte auch Vorteile f￿r 
ex-vivo Gentherapie-Ans￿tze bieten.  
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1.4 ZIEL DER VORLIEGENDEN ARBEIT 
 
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Systems zum spezifischen und 
hocheffizienten Gentransfer in prim￿re CD4-positive Lymphozyten f￿r eine 
m￿gliche Gentherapie der HIV-Infektion.  
 
Zun￿chst sollte die Spezifit￿t und Effizienz von CD4/CXCR4- und CD4/CCR5-
tropen [MLV(HIV-1)]-Vektoren bei der Transduktion prim￿rer CD4-positiver T-
Zellen des Menschen mit den in der Gentherapie h￿ufig verwendeten 
[MLV(GaLV)]-Vektoren verglichen werden. Ber￿cksichtigt werden sollte hierbei 
ebenfalls die Transduktionseffizienz in die CXCR4- und CCR5-positiven 
Subpopulationen prim￿rer CD4-Lymphozyten. Um ausreichende Vektormengen 
produzieren zu k￿nnen, sollten hierzu stabile Verpackungszellen hergestellt 
werden. Da f￿r eine klinische Anwendung z. B. zur ex-vivo  Gentherapie des 
Immunschw￿chesyndroms AIDS 
  bis zu 10
11 genetisch modifizierte Zellen 
reinfundiert werden m￿ssen, ist neben der Produktion gro￿er Vektormengen ein 
hocheffizienter Gentransfer in die Zielzellen dringend erforderlich. Daher sollte 
ein Protokoll zur Transduktion prim￿rer CD4-positiver T-Lymphozyten 
entwickelt werden, das eine maximale Transduktionseffizienz erm￿glicht.  
 
Therapeutische Gene, die die HIV-1 Replikation effizient unterdr￿cken, sind eine 
Grundvoraussetzung f￿r eine erfolgreiche Gentherapie der HIV-Infektion. Einige 
der von verschiedenen wissenschaftlichen Arbeitsgruppen bisher beschriebenen 
anti-HIV-Gene wurden in unterschiedlichen Systemen, d.h. nach Infektion 
unterschiedlicher T-Zelllinien mit unterschiedlichen Virusisolaten, untersucht und 
waren in diesen Systemen wirksam. Ein direkter Vergleich der Inhibitoren war 
dabei jedoch nicht m￿glich. In dieser Arbeit sollten daher erstmals verschiedene 
bekannte anti-HIV-Gene in einem einheitlichen System in vitro auf ihre 
Wirksamkeit hinsichtlich der Inhibition der HIV-Replikation untersucht werden, 
um das Potential der einzelnen Inhibitoren vergleichend beurteilen zu k￿nnen.  Material und Methoden  17 
 
2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
2.1.1  Plasmide und Vektoren 
2.1.1.1  HIV-1 Inhibitorplasmide  
 
Die in dieser Arbeit verwendeten verpackbaren retroviralen Expressions-
konstrukte wurden ausgehend von dem Plasmid pMgSLdelS, das von Manuel 
Grez (Georg-Speyer-Haus, Frankfurt) zur Verf￿gung gestellt wurde, kloniert. Das 
Plasmid pMgSLdelS kodiert f￿r einen bicistronischen retroviralen Transfervektor 
mit der 5·-LTR des Mouse stem cell virus (MSCV) und der 3·-LTR des Spleen 
focus forming virus (SFFV). Dieser Vektor ist f￿r die Genexpression in lympho-
h￿matopoetischen Zellen optimiert. Er enth￿lt ferner das Ampicillinresistenzgen 
(amp
r) und ein Replikationssignal zur Amplifikation in E. coli. Die phox-cDNA, 
die f￿r eine Untereinheit der NADPH Oxidase kodiert, liegt 5· vom offenen 
Leserahmen des C-terminal trunkierten, schwach-affinen Rezeptors f￿r den 
humanen Nervenwachstumsfaktor (∆ LNGFR, ￿low affinity nerve growth factor 
receptor￿). Zur Klonierung der jeweiligen Inhibitorplasmide wurde das phox-Gen 
durch die cDNA der jeweiligen potentiellen HIV-1 Inhibitoren (Interleukin-16, 
einkettige Antik￿rperfragmente gegen HIV-1 Integrase und RT) ersetzt. Die 
resultierenden Konstrukte wurden entsprechend pMg-IL-16 / α -IN-scFv / α -RT-
scFv ∆ LNGFR benannt.  
 
2.1.1.2  Konstrukte zur Expression der HIV-1 H￿llproteine 
 
Das HIV-1 env-Expressionskonstrukt pTr712 kodiert die an Aminos￿ure 712 
trunkierte Variante des CD4/CXCR4-tropen HIV-1BH10-H￿llproteins (Abb. 3.1.1). 
Das Plasmid wurde von Frau Dr. Valerie Bosch (DKFZ, Heidelberg) zur 
Verf￿gung gestellt und von Wilk et al. (1992) ausf￿hrlich beschrieben. Durch 
Austausch der V3-Loop Region und angrenzender Bereiche der HIV-1BH10-env 
cDNA im pTr712 gegen die entsprechende Region des CCR5-tropen HIV-1 
Prim￿risolats MBK (Cichutek et al., 1992) wurde das Plasmid pTr712 MBK Material und Methoden  18 
 
erhalten, welches f￿r ein trunkiertes, CD4/CCR5-tropes HIV-1 H￿llprotein 
kodiert. Das Plasmid wurde von P. M￿ller zur Verf￿gung gestellt (M￿ller, 1999). 
 
2.1.2  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Eine Standard-PCR (100 ￿l Ansatz) enthielt: 1 x PCR-Puffer (10 mM Tris / HCl, 
pH 8,8; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 0,01 % Gelatine), je 1-2 ￿M (+) Primer und 
(-) Primer, 200 ￿M je Desoxynukleotid, 2,5 Einheiten Taq-Polymerase und ca. 
100 ng Plasmid-DNA mit der zu amplifizierenden Nukleotidsequenz. Die 
Zyklusbedingungen wurden wie folgt gew￿hlt, wobei sich die Annealing-
temperatur und Synthesedauer nach den verwendeten Primern und der L￿nge des 
zu amplifizierenden Nukleotidfragments richtete: 94 ￿C, 2 min (Denaturierung); 
30 Schleifen: 94 ￿C, 1 min (Denaturierung), ±60 ￿C, 1 min (Annealing), 72 ￿C ± 
1,5 min (DNA-Synthese); 72 ￿C, 10 min; 4 ￿C (Lagerung bis zur Weiter-
verarbeitung). 
 
2.1.3  Nukleotidsequenzbestimmung 
 
Alle Sequenzierungen erfolgten mit der Thermostabilen-Sequenase (Amersham, 
Freiburg) und dem automatischen DNA-Sequenzer Modell 373 A (Applied 
Biosystems, Weiterstadt). Die automatischen Sequenzierungen und Auswertungen 
wurde von Herrn Dipl. Ing. Martin Selbert (PEI, Langen) durchgef￿hrt.  
 
2.1.4  Oligonukleotide  
 
Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma ARK Scientific 
(Darmstadt) bezogen und auf eine Standardkonzentration von 10 ￿M eingestellt. 
Zur Durchf￿hrung rekombinanter PCR wurden folgende Oligonukleotidprimer 
verwendet, bei denen die Erkennungssequenz f￿r die Restriktionsendonuklease 
EcoRI unterstrichen ist:  
 
Amplifikation der Voll￿ngen-IL-16 cDNA: 
MGECORI+2:  5·-CCG GAA TTC ATG CCC GAC CTC AAC TCC TCC 
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MGECORI-2:  5·-CCG GAA TTC CTA GGA GTC TCC AGC AGC TGT 
GGT TTC CTT-3· 
Amplifikation der cDNA des IL-16 Caspase-Fragments: 
M-123-IL-16+:  5·-CGG AAT TCA TGT CTG CAG CCT CAG CCT CTG C-3· 
 
Amplifikation der anti-RTscFv-cDNA:  
a RT ECO+P:   5·-CCG GAA TTC ATG GAC ATT ATA ATG ACT CAG 
TCT CCA GCC-3· 
a RT ECO-:   5·-CCG  GAA  TTC CTA TGA GGA GAC GGT AC TGA 
GGT TCC TTG-3· 
 
Amplifikation der anti-Integrase-scFv-cDNA:  
a IN33 ECO+:   5·-CCG GAA TTC ATG GAC ATC CAG ATG ACA CAG 
TCT CCA TCC-3· 
a IN33 ECO-:   5·-CCG  GAA TTC TCG AGG ATC CTT ATG AGG AGA 
CGG TGA GGC-3· 
 
Oligonukleotide zur Sequenzierung der inhibitorischen Gene im Mg∆ LNGFR-
Vektor:  
 
MG SEQ(+):   5·-GCC TCG ATC CTC CCT TTA TCC AGC-3· 
MG SEQ(-)2:  5·-TCA GGT CCA CAG AGG AAA ACT CCT-3· 
 
INTIL16(+)Seq:  5·-GCC TGG AAC ATC ATC AAG GCA CTG-3· 
INTIL16(-)Seq:  5·-CTC CAG TGT CAC CGT GCA GAC TGT-3· 
 
a IN33 (+) Seq 2:  5·-CTG TGG ACG TTC GGT GGA GGC ACC-3· 
a IN33(-) Seq:  5·-CAG ATC TGC CGA GCT CTG AGC CAC-3· 
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2.1.5  Aufreinigung von PCR-Produkten 
 
10 ￿l des PCR-Ansatzes wurden nach der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese 
aufgetrennt, um die spezifische Amplifikation des gew￿nschten DNA-Fragmentes 
zu ￿berpr￿fen. Sofern keine unspezifischen Banden aufgetreten waren, wurde das 
PCR-Fragment unter Verwendung des ￿QIAQuick PCR Purification Kits￿ 
(QIAGEN, Hilden) direkt aus dem PCR-Ansatz aufgereinigt. Die Durchf￿hrung 
erfolgte nach Angaben des Herstellers.  
 
2.1.6  Restriktion und Dephosphorilierung von Plasmid-DNA 
 
Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurden Restriktionsendonukleasen der Firma 
New England Biolabs (NEB, Schwalbach) nach Angaben des Herstellers 
verwendet. Mittels der alkalischen Phosphatase (Calf intestinal alkaline 
phosphatase, CIP, NEB) konnte die nach Restriktion mit nur einer Endonuklease 
bestehende M￿glichkeit einer Religation von Plasmid-DNA reduziert werden. Die 
CIP entfernt die f￿r eine Ligation notwendigen 5·- Phosphatgruppen der DNA. 
Die Anwendung erfolgte nach Angaben des Herstellers.  
 
2.1.7  Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels der horizontalen 
Agarose-Gelelektrophorese. F￿r DNA-Fragmente von 0,3 bis 3 kb wurden 1 %-
ige Agarosegele verwendet. Die DNA-Proben wurden mit DNA-Probenpuffer (15 
% Glyzerin, 0,1 % Xylenblau, 0,075 % Bromphenolblau, 10 mM EDTA) versetzt, 
in die Geltaschen pipettiert und bei 70-120 Volt aufgetrennt. Als Laufpuffer 
wurde TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA) verwendet. Die 
aufgetrennte DNA konnte anschlie￿end auf einem UV-Transilluminator (302 nm) 
detektiert werden. Als DNA-Gr￿￿enstandards wurden HaeIII restringierte φ X-
174-RF DNA bzw. HindIII restringierte Lambda-DNA (NEB, Schwalbach) 
verwendet.  
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2.1.8  Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die Isolierung von DNA aus pr￿parativen Agarosegelen erfolgte mit dem 
QIAEX II
TM Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) nach den Angaben des 
Herstellers. Die DNA wird hierbei durch unspezifische Bindung an Silikapartikel 
in Gegenwart chaotroper Salze aufgereinigt. Die Elution erfolge in H2Odest. 
 
2.1.9  Ligation 
 
Die Ligation von PCR-Amplifikaten in Plasmid-DNA nach der Restriktion 
erfolgte in einem Gesamtvolumen von 15 ￿l. Die zu inserierenden Fragmente 
wurden je nach Fragmentgr￿￿e in einem Verh￿ltnis von 2:1 - 4:1 mit dem 
restringierten Empf￿ngerplasmid gemischt und mit 100 Einheiten T4-DNA-
Ligase (GIBCO BRL, Eggenstein), dem entsprechenden Ligasepuffer (GIBCO 
BRL, Eggenstein) in Anwesenheit von ATP f￿r 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Ein Aliquot des Ligationsansatzes wurde direkt zur Transformation 
kompetenter Bakterien eingesetzt.  
 
2.1.10  Herstellung kompetenter Bakterien  
 
Um eine effiziente Transformation von Bakterien zu erm￿glichen, wurden die E. 
coli St￿mme DH5α  und Top10F· (GIBCO BRL, Eggenstein) mit einer nach 
Hanahan (1983) modifizierten Methode kompetent gemacht. Hierzu wurden pro 
Bakterienstamm 100 ml LB-Medium mit 1 ml ￿bernachtkultur (37 ￿C) angeimpft 
und die Bakterienkultur bei 37 ￿C im Sch￿ttler bis zu einer optischen Dichte 
(OD550) von 0,55 inkubiert. Anschlie￿end wurden die Bakterien 5 Minuten auf Eis 
gek￿hlt, mit 6.000 rpm bei 4 ￿C (Minifuge RF, Heraeus, Hanau) pelletiert und in 
40 ml TFB1 (30 mM KOAc, 100 mM RbCl2, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2, 15 % 
Glycerin, pH5,8 mit Essigs￿ure eingestellt und sterilfiltriert) resuspendiert. Nach 
einer Inkubationszeit von 15 min auf Eis und einer weiteren Zentrifugation bei 4 
￿C mit 6.000 rpm wurde das Bakterienpellet in 4 ml TFB2 (10 mM MOPS, 75 
mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 15 % Glycerin, pH 6,5 mit KOH-L￿sung eingestellt 
und sterilfiltriert) aufgenommen, Æ 100 ￿l Aliquots in Fl￿ssigstickstoff schock-
gefroren und bei ￿70 ￿C gelagert.  
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2.1.11  Transformation 
 
Zur Transformation wurden 100 ￿l kompetenter Bakterien auf Eis langsam 
aufgetaut und mit 1-2 ￿l des Ligationsansatzes f￿r 30 min auf Eis inkubiert. Nach 
einem Hitzeschock bei 42 ￿C f￿r 45 s und einer weiteren zweimin￿tigen 
Inkubation auf Eis wurden die Bakterien mit 0,5 ml SOC-Medium (GIBCO BRL, 
Eggenstein) versetzt und bei 37 ￿C f￿r eine Stunde im Bakteriensch￿ttler 
inkubiert. Anschlie￿end wurden die Bakterien pelletiert, in der im Gef￿￿ 
verbleibenden L￿sung resuspendiert und auf Ampicillin-Agarplatten (50 ￿g / ml 
Ampicillin) ausgestrichen. Die Platten wurden ￿ber Nacht bei 37 ￿C inkubiert.  
 
2.1.12  Plasmidpr￿paration 
 
Die Pr￿paration von Plasmiden aus Bakterien erfolgte mittels der Plasmid-
Aufreinigungs-Kits der Firma Qiagen (Hilden). Zur Gewinnung kleinerer Mengen 
DNA aus 15 ml ￿bernachtkulturen wurde hierzu der QIAprep-8-Kit verwendet. 
Die Pr￿paration gr￿￿erer Mengen DNA erfolgte aus 200 ml ￿bernachtkulturen 
mittels Anionenaustauschers￿ulen (tip-20, QIAGEN, Hilden) nach Angaben des 
Herstellers.  
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2.2 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 
2.2.1  Zelllinien und Medien 
 
Suspensionszelllinien wurden in RPMI 1640 Medium (nach GIBCO BRL, 
Eggenstein), supplementiert mit 10 % f￿talem K￿lberserum (FKS, Biochrom KG, 
Berlin), 2 mM Glutamin (Biochrom, Berlin) und Antibiotika (0,1 mg / ml 
Nystatin, 100 Einheiten / ml Penicillin, 50 mg / ml Streptomycin, Biochrom KG, 
Berlin) in einem Zellinkubator (Cytoperm, Heraeus, Hanau) bei 37 ￿C und 7 % 
CO2 gehalten. Sie wurden zweimal pro Woche 1:10 mit frischem Medium 
versetzt.  
 
2.2.1.1  Verwendete Suspensionszelllinien  
 
Molt 4/8   humane T-Zelllinie (akut lymphoblastische Leuk￿mie), NIH-AIDS 
Research and Reference Reagent-Programm: #175 
Jurkat  humane T-Zelllinie, NIH-AIDS Research and Reference Reagent-
Programm: #177 
SupT1  humane T-Zelllinie (Non-Hodgkin-Lymphom), NIH-AIDS 
Research and Reference Reagent-Programm: #100 
PM1  Klon von Hut78-Zellen (humanes, kutanes T-Zell-Lymphom), 
NIH-AIDS Research and Reference Reagent-Programm: # 3038 
A3.01 CCR5  humane T-Zelllinie, stabil transfiziert mit einem humanen CCR5-
Expressionskonstrukt 
C8166  humane Nabelschnurblut-Lymphozyten-Linie, die ein defektes 
HTLV-1 Genom enthalten, NIH-AIDS Research and Reference 
Reagent-Programm: #404 
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2.2.1.2  Verwendete adh￿rente Zelllinien 
 
GHOST  humane Osteosarkomzelllinie (HOS-abgeleitet), stabil 
transduziert mit dem retroviralem Vektor MV7neo-T4, stabil 
cotransfiziert mit einem HIV-2 LTR-getriebenem hGFP-
Konstukt, hyg
r, GHOST parental: CD4-positiv, NIH-AIDS 
Research and Reference Reagent-Programm: # 3679, mit 
retroviralem Expressionskonstrukt f￿r HIV-Korezeptoren 
stabil transduziert: GHOST CXCR4: # 3685, GHOST Hi-5 
(CCR5): # 3944  
TE671  humane Rhabdomyosarkomzelllinie, Stratton et al., 1989   
TECeB15  EGFP  abgeleitet von TE671, enth￿lt stabil ein MLV-gag/pol-
Expressionskonstrukt und den Transfervektor MgEGFP 
∆ LNGFR (Stefanie Steidl, Paul Ehrlich Institut)  
PG13  NIH 3T3 (kontaktinhibierte embryonale M￿use-Fibro-
blasten), stabil transfiziert mit MoMLV-gag/pol- und GaLV-
env-Expressionskonstrukt, Miller et al. (1991)   
293T humane  Nierenepithelzelllinie 
Phoenix  gp  293T-Zellen stabil transfiziert mit MLV-gag/pol-Expres-
sionskonstrukt, Pear et al. (1993) 
 
Adh￿rente Zelllinien wurden in Dulbecco·s Modified Eagles Medium (￿low 
glucose￿ DMEM von GIBCO BRL, Eggenstein) mit 10 % FKS (Biochrom, 
Berlin), 2 mM Glutamin (Biochrom, Berlin) und Antibiotika (0,1 mg / ml 
Nystatin, 100 Einheiten / ml Penicillin, 50 mg / ml Streptomycin, Biochrom KG, 
Berlin) in einem Zellinkubator bei 37 ￿C und 7 % CO2 gehalten. Zur Zellpassage 
wurden die Zellen mit PBS / 5 mM EDTA aus den Kulturgef￿￿en gel￿st und mit 
frischem Medium versetzt. Medium f￿r die GHOST Zellen wurde mit 100 ￿g / ml 
Hygromycin (GIBCO BRL, Eggenstein), 500 ￿g / ml G418 (Serva, Heidelberg) 
und sofern sie ein Korezeptor-Expressionsplasmid enthalten zus￿tzlich mit 1 ￿g / 
ml Puromycin (ICN Biomedicals, Eschwege) supplementiert.  
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2.2.2  Verpackungszelllinien 
 
Stabile Verpackungszelllinien f￿r [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren wurden 
basierend auf der Transfervektor-negativen, aber MLV gag/pol- und GaLV-env-
positiven Zelllinie PG13 (Miller et al., 1991) etabliert. Um eine direkte 
Integration des Transfervektor ins Genom der Verpackungslinie zu erreichen, 
wurden die PG13-Zellen mit [MLV(MLV10A1)]-Vektoren transduziert, die den 
entsprechenden Transfervektor als Vektorgenom tragen. Diese [MLV(MLV 
10A1)]-Vektoren wurden transient in Phoenix gp Zellen erzeugt, die mit den 
Transfervektor-kodierenden Plasmiden (pMg ∆ LNGFR) transfiziert worden 
waren. 3-5 Tage nach Transduktion der PG-13 Zellen wurden diese mittels 
magnetischer Zellsortierung (MACS) zu 95-98 %-iger Reinheit angereichert.  
Zur Generierung stabiler [MLV(HIV-1CCR5)]-Verpackungszelllinien wurden die 
bereits Transfervektor-positiven TECeB15 MgEGFP ∆ LNGFR (Stefanie Steidl, 
PEI, Langen) mit dem entsprechenden Expressionsplasmid f￿r das trunkierte, 
CD4 / CCR5-trope HIV-1 env (pL128 MBK) transfiziert und anschlie￿end 
selektioniert. Das zur Selektion verwendete Medium entsprach dem zur 
Kultivierung adh￿renter Zellen beschriebenem Medium, das zus￿tzlich mit den 
Antibiotika G418 (800 ￿g / ml, Serva, Heidelberg) zur Selektion neo
+ Zellen 
(HIV-1 env-Konstrukt) und Blasticidin (5 ￿g / ml, ICN Biomedicals, Eschwege) 
zur Selektion bsr
+ Zellen (in TECeB15 vorhandenes MLV gag/pol-Konstrukt) 
supplementiert wurde. Die Selektion stabil transfizierter Zellen begann zwei Tage 
nach der Transfektion. Sobald sich Zellkolonien von Einzelzellklonen gebildet 
hatten, wurden diese mit einer Eppendorfpipette von der Kulturschale abgel￿st, 
resuspendiert und in 24-Lochplatten (Nunc, Wiesbaden) expandiert. Durch 
Titration der ￿berst￿nde auf GHOST CCR5-Zellen wurden die erhaltenen 
Verpackungszellklone auf ihren Vektortiter hin untersucht.  
 
2.2.3  Lagerung von Zellen 
 
Zur Lagerung von Zellen wurden diese in fl￿ssigem Stickstoff eingefroren.  Material und Methoden  26 
 
2.2.3.1  Einfrieren von Zellen 
 
Adh￿rente Zellen wurden mit PBS 5 mM EDTA vom Kulturgef￿ssboden abgel￿st 
und in frischem Medium resuspendiert. Suspensionszellen und adh￿rente Zellen 
wurden anschlie￿end abzentrifugiert (1.300 rpm, 4 ￿C, 10 min, Heraeus-Minifuge, 
Hanau) und 1,5 x 10
6 Zellen in 800 ￿l eisgek￿hltem Medium 1 (DMEM bzw. 
RPMI, 20 % FKS) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein 2 ml 
Kryor￿hrchen (Nunc, Wiesbaden) ￿berf￿hrt. 800 ￿l eisgek￿hltes Medium 2 
(DMEM bzw. RPMI, 20 % FKS, 20 % DMSO, Merck, Darmstadt) wurde 
langsam zugetropft und die Zellen dann f￿r zwei Stunden auf ￿20 ￿C langsam 
eingefroren. Nach zwei Stunden wurden die Zellen ￿ber Nacht auf ￿80 ￿C 
￿berf￿hrt und konnten anschlie￿end in fl￿ssigem Stickstoff dauerhaft gelagert 
werden.  
 
2.2.3.2  Auftauen von Zellen 
 
Der Auftauvorgang von Zellen sollte nach M￿glichkeit schnell erfolgen. Daf￿r 
wurden die Einfrierr￿hrchen mit den Zellen in ein 37 ￿C Wasserbad ￿berf￿hrt. 
Die Zellsuspension wurde sofort nach Auftauen in 20 ml erw￿rmtes Medium 
￿berf￿hrt und die Zellen f￿r 10 Minuten bei 1.300 rpm (Minifuge T, Heraeus, 
Hanau) pelletiert. Anschlie￿end wurden die Zellen resuspendiert und in Kultur 
genommen. Am n￿chsten Tag folgte ein weiterer Mediumwechsel. Eventuell 
notwendige Selektionsmarker wurden erst an diesem Tag zugesetzt.   
 
2.2.4  Pr￿paration prim￿rer mononukle￿rer Blutzellen (PBMC) 
 
Zur Gewinnung prim￿rer, periph￿rer Blutlymphozyten (PBL) wurden zun￿chst 
die mononukle￿ren Zellen (PBMC) aus frischem Vollblut gesunder Spender 
isoliert. Bei dem Blut handelte es sich um Citrat- oder EDTA-Blut.  
15 ml vorgew￿rmtes Ficoll Histopaque (Sigma, Deisenhofen) wurden in einem 
50  ml R￿hrchen (BD Falcon, Heidelberg) vorsichtig mit 15-30 ml Blut 
￿berschichtet und anschlie￿end f￿r 30 min zentrifugiert (1.000 rpm, RT, ohne 
Bremse, Minifuge T, Heraeus, Hanau). Hierbei sedimentieren die roten 
Blutk￿rperchen und Granulozyten an den Boden, ￿ber dem Ficoll befinden sich Material und Methoden  27 
 
die Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen (￿Lymhozytenring￿) und ￿ber 
diesen das Plasma. Dieses wurde, sofern es f￿r die weitere Kultivierung der Zellen 
ben￿tigt wurde, abgenommen und f￿r 30 Minuten bei 56 ￿C inaktiviert. Der 
Lymphozytenring wurde abgenommen und in ein frisches 50 ml R￿hrchen 
￿berf￿hrt. Die PBMC wurden zweimal mit je 35 ml PBS gewaschen, um 
restliches Ficoll Histopaque zu entfernen. Daraufhin erfolgte die Lyse restlicher 
Erythrozyten durch 15-min￿tige Inkubation der Zellen in PBS 0,86 % NH4Cl bei 
37 ￿C. In zwei Waschschritten wurde das Ammoniumchlorid entfernt und die 
Zellen wurden in einer Dichte von 1 x 10
6 / ml in Medium aufgenommen.  
 
2.2.5  Kultivierung und Stimulation prim￿rer Lymphozyten 
 
Periph￿re Blutlymphozyten (PBL) wurden nach der Aufreinigung aus Vollblut 
oder Lymphozytenkonzentrat (￿buffy coat￿) in X-Vivo 10 Medium 
(BioWhittaker, Verviers, Belgien), das mit 20 % FKS bzw. 10 % FKS und 10 % 
autologem Plasma, 2 mM Glutamin (Biochrom, Berlin) und Antibiotika (0,1 mg / 
ml Nystatin, 100 Einheiten / ml Penicillin, 50 mg / ml Streptomycin, Biochrom 
KG, Berlin) und 200 Einheiten Interleukin 2 (IL-2, Chiron, Marburg) 
supplementiert war, kultiviert. Zur Stimulation der Zellproliferation wurde den 
PBMC sofern nicht anders beschrieben f￿r 24 h PHA (5 ￿g / ml, Calbiochem, San 
Diego, USA) zugesetzt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen einmal mit PBS 
gewaschen und in Medium ohne PHA resuspendiert. Unter diesen Stimulations-
bedingungen sterben Monozyten und Makrophagen ab, so da￿ man eine 95-98 % 
reine Lymphozytenpopulation erh￿lt, was durch flowcytometrische Analyse auf 
den T-Zell-Marker CD3 best￿tigt wurde.  
 
2.2.6  Transfektion mittels Lipofektamin
 
 
Das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion 
bezeichnet. Zur stabilen und transienten Transfektion wurde die DNA mit 
Lipidvesikeln komplexiert, welche anschlie￿end in das Zytoplasma aufgenommen 
werden (Lipofektion). Hierzu wurde das Transfektionsreagenz Lipofektamin
TM in 
Kombination mit dem PLUS
TM-Reagenz (GIBCO BRL, Eggenstein) verwendet. 
Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen in einer Dichte von 5 x 10
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Vertiefung einer 6-Lochplatte ausges￿t. Pro Transfektionsansatz wurden 3 ￿g 
Plasmid-DNA mit 6 ￿l PLUS
TM in 100 ￿l OptiMEM (GIBCO BRL, Eggenstein) 
f￿r 15 Minuten bei RT vorinkubiert. Nach Zugabe von 100 ￿l OptiMEM mit 5 ￿l 
Lipofektamin
TM folgte wiederum eine 15 min￿tige Inkubation. Die Zellen wurden 
zweimal mit PBS gewaschen. Der Transfektionsansatz wurde in 800 ￿l OptiMEM 
aufgenommen und zu den Zellen gegeben. Die Inkubation mit dem DNA-
Liposomengemisch betrug vier Stunden bei 37 ￿C im Zellinkubator. Nach zwei 
Waschschritten mit PBS wurde frisches Medium zugegeben. Die Expression der 
￿bertragenen Gene wurde 48 h nach Transfektion getestet.  
 
2.2.7  Ernte von Pseudotypvektoren 
 
Zur Generierung von Pseudotypvektoren wurden auf 80 % konfluente Kulturen 
von Verpackungszellen in 182 cm
2 Zellkulturflaschen je 12 ml Medium ohne 
Selektionsmarker gegeben. Nach acht bis zehn Stunden wurde das Medium 
abgenommen und durch einen 0,45 ￿m Filter von verbleibenden Zellen befreit. 
Nativer ￿berstand wurde, sofern er nicht direkt zur Transduktion eingesetzt 
wurde, Æ 1 ml aliquotiert und bei ￿80 ￿C gelagert. Um h￿here Vektortiter zu 
erzielen, wurden in einigen Versuchen die Verpackungszellen vor der Vektorernte 
in Medium mit 10 mM Natriumbutyrat (Olsen et al., 1995) kultiviert und die 
Vektorpartikel aus dem ￿berstand durch Ultrazentrifugation pelletiert. Hierzu 
wurde der filtrierte ￿berstand bei 35.000 rpm und 4 ￿C f￿r 1,5 h in einem SW28-
Rotor (Beckmann, M￿nchen) abzentrifugiert. Zum Vektorpellet wurden 
anschlie￿end in 150 ￿l X-Vivo-Medium (BioWhittaker, Verviers, Belgien) 
gegeben und das Pellet unter vorsichtigem Schwenken f￿r 45 min bei 4 ￿C 
resuspendiert. Danach wurde der Vektorstock aliquotiert und bei ￿80 ￿C gelagert.  
Von nativen und pelletierten Vektoraliquots wurde je ein Aliquot wieder 
aufgetaut, um den Vektortiter zu bestimmen.  
 
2.2.8  Transduktion von Zelllinien 
 
F￿r die Transduktion von adh￿renten Zelllinien wurden am Vortag 2,5 x 10
5 
Zellen in einer 6-Loch Platte (Nunc, Wiesbaden) ausges￿t. Erfolgte die 
Transduktion mit frischen Vektor￿berst￿nden, so wurden zun￿chst die Material und Methoden  29 
 
Zelltr￿mmer durch Filtration (45 ￿m Mikrofilter, Sartorius, G￿ttingen) vom 
￿berstand abgetrennt. Das Kulturmedium der zu transduzierenden Zellen wurde 
entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlie￿end mit 
vektorhaltigem ￿berstand inkubiert. Zur Transduktion von Suspensionszellen 
wurden 1 x 10
5 Zellen abzentrifugiert, im ￿berstand bzw. der entsprechenden 
Verd￿nnung in einem Volumen von 1 ml resuspendiert und in 12-Loch Platten 
ausges￿t. Bei der Transduktion von Suspensionszelllinien wurden zum 
Transduktionsansatz zus￿tzlich 4 ￿g / ml Protaminsulfat zugegeben. Nach einer 
Inkubationszeit von 4-5 Stunden bei 37 ￿C erfolgte ein Mediumwechsel.  
 
2.2.9  Vektortitration 
 
F￿r die Titrationen vektorhaltiger ￿berst￿nde wurden Verd￿nnungsreihen (500 ￿l, 
50 ￿l und 5 ￿l bei nativen ￿berst￿nden, 10 ￿l, 1 ￿l, 0,1 ￿l bei UZ-pelletierten 
￿berst￿nden) angelegt, die dann zur Transduktion der entsprechenden Zelllinie 
eingesetzt wurden. [MLV(GaLV)]-￿berst￿nde wurden auf GHOST parental oder 
PM1, [MLV[HIV-1CXCR4)]-Vektoren auf GHOST CXCR4 oder A3.01 CCR5 und 
[MLV[HIV-1CCR5)]-Vektoren auf GHOST CCR5 oder A3.01 CCR5-Zellen 
titriert.  
 
2.2.10  Herstellung Retronektin-beschichteter Zellkulturplatten 
 
Retronektin ist ein rekombinantes Fragment aus humanem Fibronektin. Es enth￿lt 
spezifische Bindungsstellen sowohl f￿r retrovirale Vektoren, als auch f￿r 
h￿matopoetische Zellen (Hanenberg et al., 1996). Kolokalisierung von Vektoren 
und Zellen auf Retronektin-beschichteten Platten f￿hrt zu einer Erh￿hung der 
Transduktionseffizienz.  
Zur Transduktion prim￿rer T-Zellen wurden 24- bzw. 48- Lochplatten (BD 
Falcon, Heidelberg), die nicht zellkulturbehandelt waren, mit Retronektin 
beschichtet. Dazu wurden 250 bzw. 150 ￿l Retronektinl￿sung (0,1 ￿g / ml) je 
Vertiefung der 24- bzw. 48 - Lochplatte gegeben und f￿r eine Stunde offen unter 
UV-Licht inkubiert. Nach einer weiteren halben Stunde unter UV-Licht mit 
geschlossenem Deckel der jeweiligen Platte wurde die Retronektinl￿sung 
abgenommen und 250 ￿l einer 2 %-igen BSA-L￿sung zur Blockierung Material und Methoden  30 
 
unspezifischer Bindungsstellen  in die Vertiefungen gegeben. Nach einer halben 
Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten zweimal mit HBSS-
Puffer (Sigma, Deisenhofen) gewaschen und zur Lagerung bei 4 ￿C mit 500 ￿l 
bzw. 1 ml PBS ￿berschichtet. Die Retronektin-beschichteten Platten k￿nnen bei 4 
￿C mehrere Monate gelagert werden.  
 
2.2.11  Transduktion prim￿rer Lymphozyten 
 
Die zur Transduktion prim￿rer Lymphozyten eingesetzten Retronektin-
beschichteten Platten wurden zun￿chst mit vektorhaltigem ￿berstand f￿r eine 
halbe Stunde bei 37 ￿C inkubiert. Der ￿berstand wurde abgenommen und 5 x 10
5 
Zellen (24-Loch Platte) bzw. 5 x 10
4 Zellen (48-Loch Platte) in 500 ￿l X-Vivo 
Medium mit 20 % FKS bzw. FKS/Serum-Gemisch, 200 Units / ml IL-2, 4 ￿g / ml 
Protaminsulfat (Sigma, Deisenhofen), 2 mM Glutamin und Antibiotika auf die 
Platten gegeben. 500 ￿l frischer Vektor￿berstand, gegebenenfalls verd￿nnt, wurde 
auf die Zellen gegeben und die Platten wurden anschlie￿end f￿r 90 min bei 32 ￿C 
und 1.000 rpm (Varifuge 3.0R, Heraeus, Hanau) zentrifugiert und weitere 3 
Stunden bei 37 ￿C inkubiert. Es folgte ein Halbmediumwechsel gegen 
entsprechendes Medium ohne Protaminsulfat. In einigen F￿llen wurde der 
Transduktionsvorgang an ein oder zwei darauffolgenden Tagen wiederholt. Die 
flowzytometrische Analyse der transduzierten Zellen erfolgte drei Tage nach der 
letzten Transduktion.  
 
2.2.12  Herstellung hochtitriger HIV-1 Stocks 
 
Um die einzelnen Inhibitoren hinsichtlich ihrer F￿higkeit zur Inhibition der HIV-1 
Replikation zu vergleichen, wurden Inhibitor-positive T-Zellen mit den HIV-1 
St￿mmen NL4-3 (Adachi et al., 1986) und IIIB (Popovic et al., 1984) infiziert. 
Neue HIV-1NL4-3 Virusstocks wurden durch Infektion von Molt4.8-Zellen mit 
bestehenden Virusstocks generiert. Sieben Tage nach der Infektion waren in der 
Kultur Synzytien erkennbar. Der virushaltige ￿berstand der Zellen wurde geerntet 
und auf C8166-Zellen titriert. Der Virustiter betrug 3,6 x 10
4 i.E. / ml. Zur 
Generierung gr￿￿erer Mengen des HIV-1IIIB wurden A3.01 CCR5-Zellen mit 
vorhandenen HIV-1IIIB-Virusstocks infiziert (m.o.i. ≈  1). Nach vier Tagen waren Material und Methoden  31 
 
erste Synzytien erkennbar, nach sieben Tagen wurde der virushaltige ￿berstand 
geerntet und ebenfalls auf C8166-Zellen titriert. Der HIV-1IIIB-Titer betrug 2,05 x 
10
4 i.E. / ml.  
 
2.2.13  Titration von HIV-1 Stocks 
 
Zur Bestimmung des Virustiters wurde eine Endpunkttitration auf C8166-Zellen 
durchgef￿hrt. Der HIV-1 ￿berstand wurde in 8 Replikaten und 12 
Verd￿nnungsstufen titriert. Hierzu wurden in einer 96-Loch Platte (U-Form, 
Nunc, Wiesbaden) 2 x 10
3 C8166-Zellen pro Loch in 150 ￿l Medium ausges￿t 
und mit 50 ￿l der Virusverd￿nnungen f￿r eine Woche inkubiert. Anschlie￿end 
wurden die Zellen mit einer Mehrkanalpipette resuspendiert und auf Poly-L-Lysin 
(Sigma, Deisenhofen) beschichtete Platten ￿berf￿hrt. Nach einst￿ndiger 
Inkubation im Zellinkubator bei 37 ￿C hafteten die Zellen am Boden der 
Kulturschale. Sie konnten nun in einen Immunperoxidase-Test (IPA, 2.3.4.) 
untersucht werden. Hierbei wurde ein Pool von Seren verschiedener HIV-1 
Infizierter Patienten (freundlicherweise von Dr. Werner, PEI, zur Verf￿gung 
gestellt) zur Detektion HIV-1-positiver Zellen eingesetzt. Der Virustiter 
errechnete sich nach folgender Formel:  
 
TCID50 / ml
Ds
ninf
R
0,5
* D1 * 1.000
Ds * V
TCID50 / ml
Ds
ninf
R
0,5
* D1 * 1.000
Ds * V
 
 
TCID50: ￿Tissue culture infectious dosis 50 %, Ds: Verd￿nnungsstufe, 
n
inf: Anzahl infizierter Vertiefungen, R: Replikate, D1: erster Verd￿nnungsschritt, 
V: Volumen je Vertiefung in ￿l. 
 
2.2.14  HIV-1 Infektionskinetiken 
 
SupT1-Zellen wurden in Infektionskinetiken mit den HIV-1 Virusst￿mmen   
NL4-3 und IIIB eingesetzt. Der Titer der HI-Virusstocks war zuvor durch 
Titration auf C8166-Zellen bestimmt worden (s. 2.2.12 Virustitration). Die 
Infektionskinetiken wurden in Triplikaten durchgef￿hrt. 1,6 x 10
6 Zellen wurden 
abzentrifugiert, einmal mit frischem Medium gewaschen und in einem Volumen Material und Methoden  32 
 
von 500 ￿l verd￿nntem Virusstock f￿r drei Stunden bei 37 ￿C inkubiert. Die 
Multiplizit￿t der Infektion (m.o.i., Virusmenge pro Zelle) betrug 10
-2. Nach drei 
Stunden wurden die Zellen abzentrifugiert und dreimal mit frischem Medium 
gewaschen. Anschlie￿end wurde der Ansatz in drei Replikate aufgeteilt. Die 
Bestimmung der p24-Konzentration im ￿berstand der Kulturen erfolgte sofern 
nicht anders beschrieben alle 3 Tage.  
 
2.2.15  Analytische Durchflu￿zytometrie 
 
Anhand der analytischen Durchflu￿zytometrie wurden in der vorliegenden Arbeit 
transfizierte und transduzierte Zellen die Expression der Markergene egfp und 
∆ lngfr sowie prim￿re Lymphozyten und T-Zelllinien auf die Expression von CD-
Markern und Cytokinrezeptoren analysiert. Die Durchflu￿zytometrie liefert 
hierbei sowohl eine qualitative wie auch quantitative Aussage zur Expression des 
jeweiligen Proteins.  
Das Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) kann direkt als Fluoreszenz 1 
gemessen werden, alle Oberfl￿chenmarker wurden mittels fluoreszenzfarbstoff-
konjugierter Antik￿rper nachgewiesen. Adh￿rente Zellen wurden hierzu mit PBS 
5 mM EDTA abgel￿st und in Medium resuspendiert. Die resuspendierten Zellen 
und Suspensionszellen wurden dann einmal mit Waschpuffer (PBS, 1 % BSA, 
Applichem, Darmstadt, 0,1 % NaN3, Merck, Darmstadt) gewaschen. 
Anschlie￿end wurde das Zellpellet in 30-50 ￿l Waschpuffer resuspendiert und die 
Antik￿rper wurden zugegeben. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 4 ￿C im 
Dunkeln inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen in 500 ￿l 
Fixierl￿sung (PBS 1 % Paraformaldehyd, Sigma, Deisenhofen) aufgenommen, 
sofern es sich um eine F￿rbung mit Farbstoff-konjugiertem Antik￿rper handelte. 
Bei einer F￿rbung mit Zweitantik￿rper folgte der zweite F￿rbeschritt und nach 
zwei weiteren Waschschritten wurde das Zellpellet ebenfalls in Fixierl￿sung 
aufgenommen. Die Proben wurden innerhalb einer Woche nach F￿rbung 
analysiert. Hierbei wurden bei Zelllinien mindestens 7.000, bei Prim￿rzellen 
mindestens 10.000 Zellen eingemessen. Die Analyse erfolgte an einem FACScan 
von Beckton Dickinson (Heidelberg) mit der Lysis II Software oder an einem 
DAKO Galaxy (DAKO Diagnostika, Hamburg) mittels FloMax Software. Material und Methoden  33 
 
Zur Analyse der Oberfl￿chenrezeptoren auf prim￿ren Lymphozyten und T-
Zelllinien dienten folgende Antik￿rper: α CD3 (Klon UCHT1, IgG1), α CD4 (Klon 
MT310, IgG1) und α CD8 (Klon DK25, IgG1) direktkonjugiert mit FITC,  PE 
oder PE-Cy5 (DAKO Diagnostika, Hamburg), α CD25 (Klon ACT-1, IgG1) und 
α CD69 (Klon FN50, IgG1) direktkonjugiert mit FITC oder PE (DAKO 
Diagnostika, Hamburg), α CCR5 (Klon 2D7, IgG2a,κ ) und α CXCR4 (Klon 12G5, 
IgG2a,  κ ), PE-konjugiert (BD Pharmingen, Heidelberg). Die entsprechenden 
Isotypkontrollen wurden jeweils vom gleichen Hersteller bezogen. F￿r die 
F￿rbungen wurden f￿r 5 x 10
5 Zellen 5 ￿l der DAKO Diagnostika-Antik￿rper und 
10 ￿l der BD-Pharmingen-Antik￿rper eingesetzt.  
Zur F￿rbung des ∆ LNGFR wurde anfangs als Erstantik￿rper α huNGFR (Klon 
MAB5264, IgG1, Chemicon, Hofheim) und als Zweitantik￿rper α Mouse IgG1-PE 
(Sigma, Deisenhofen) verwendet, sp￿ter wurde der Erstantik￿rper von der Firma 
Chemikon FITC-markiert und konnte so f￿r Direktf￿rbungen verwendet werden.  
 
2.2.16  Zellsortierung 
2.2.16.1 Magnetische Zellsortierung (MACS) 
 
Die magnetische Zellsortierung diente der Anreicherung Transfervektor-positiver 
Verpackungszellen und T-Zelllinien nach der Transduktion mit [MLV(GaLV)]- 
Pseudotypvektoren. Verwendet wurde das Mini- und Midi-MACS-System der 
Firma Miltenyi-Biotec (Bergisch-Gladbach) nach den Angaben des Herstellers. 
Zellen, die zu 5 - 50 % das Transgen exprimierten, konnten durch ein oder zwei 
magnetische Zellsortierungen auf eine Reinheit von bis zu 98 % angereichert 
werden. Die zu sortierenden Zellen (5 x 10
6 f￿r die MS
TM-S￿ulen und 1 x 10
8 
Zellen f￿r die LS-S￿ulen) wurden abzentrifugiert und einmal in Waschpuffer 
(PBS, 2 % BSA, Serva, Heidelberg, 2 mM EDTA, pH 7,2, sterilfiltriert) 
gewaschen. Das Zellpellet wurde dann in 50 - 100 ￿l Waschpuffer resuspendiert 
und mit 10 ￿l α huNGFR (50 ￿g / ml) je 5 x 10
6 Zellen  f￿r 30 min bei 4 ￿C 
gef￿rbt. Nach zwei Waschschritten bei 4 ￿C wurde das Pellet wiederum in 50-
100  ￿l Waschpuffer resuspendiert und Rat-anti-mouse-IgG1-Beads (Miltenyi 
Biotech, Bergisch-Gladbach) f￿r 30 min bei 4 ￿C zugegeben (10 ￿l pro 5 x 10
6 
Zellen). Die an den Sekund￿rantik￿rper gekoppelten Beads sind magnetisch, Material und Methoden  34 
 
wodurch Antigen-positive Zellen an den S￿ulen im Magnetfeld haften. Nach 
einem Waschschritt bei RT wurden die Zellen auf die jeweiligen S￿ulen (MS bzw. 
LS-S￿ulen, Miltenyi-Biotech, Bergisch-Gladbach) gegeben und zweimal mit 2 
bzw. 5 ml Waschpuffer gewaschen. F￿r die Elution wurde die S￿ule aus dem 
Magnetfeld genommen und die Zellen in 2 bzw. 5 ml Waschpuffer eluiert. Nach 
Abzentrifugieren (1.300 rpm, 10 min, RT, Minifuge T, Heraeus, Hanau) wurden 
die Zellen in Kultur genommen und nach zwei bis drei Tagen im Flow-Cytometer 
auf ihre Reinheit hin untersucht. Gegebenenfalls wurde eine zweite MACS-
Anreicherung angeschlossen.  
 
2.2.16.2 Durchflu￿zytometrische Zellsortierung (FACS) 
 
W￿hrend die magnetische Zellsortierung nur zwischen Marker-positiven und 
Marker-negativen Zellen diskreminieren kann, ist es anhand der durchfluss-
zytometrischen Zellsortierung (Fluorescence activated cell sorting, FACS) 
m￿glich, Zellen auch im Hinblick auf die Expressionsst￿rke eines Markers zu 
sortieren bzw. intrazellul￿r fluoreszierende Zellen zu sortieren. Der Aufwand ist 
jedoch ungleich h￿her als bei der magnetischen Zellsortierung.  
Die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung wurde in dieser Arbeit verwendet, um 
Transfervektor-positive Zellen im Hinblick auf die Expressionsst￿rke von 
∆ LNGFR als Ma￿ der Transgenexpression zu sortieren. Stark ∆ LNGFR-
exprimierende Zellen wurden aus nahezu 100 %-positiven Zellen heraussortiert. 
Die F￿rbung der Zellen erfolgte analog der ∆ LNGFR-F￿rbung im Kapitel 2.2.15 
mit dem Unterschied, dass 1 x 10
7 Zellen gef￿rbt wurden und die Zellen mit 
MACS-Waschpuffer gewaschen und zur Sortierung ohne Fixierung in diesem 
Puffer aufgenommen wurden. Die Sortierung wurde an einem MoFlo
TM High-
Speed-Sorter (Cytomation, Freiburg) von Ann Atzberger am EMBL in Heidelberg 
durchgef￿hrt.  
 
2.2.17  p24-ELISA 
 
In den HIV-1 Infektionskinetiken wurde die Virusmenge anhand der p24-
Konzentration im ￿berstand der infizierten Zellkultur mit dem kommerziellen 
p24-IEMA (Beckmann Coulter, Krefeld) bestimmt. Die ￿berst￿nde der Material und Methoden  35 
 
Infektionskinetiken wurden in Verd￿nnungsstufen von 1:4 bis 1 : 400.000 in 
RPMI verd￿nnt. Die Durchf￿hrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Als 
Standard wurde das im Kit enthaltene p24 Antigen in 1:2 Schritten verd￿nnt und 
in folgenden Konzentrationen in Duplikaten verwendet: 7,8 / 15,6 / 31,2 / 62,5 / 
125 ng / ml). Das Waschen der Mikrotiterplatten erfolgte mit dem ImmunoWash 
1575 (BioRad, M￿nchen), der Test wurde an einem ELISA-Reader der Firma 
SLT (SLT-Spectra, SLT, Crailsheim) bei 405 nm gemessen.  
 
2.2.18  In situ Immunperoxidase-Test 
 
Der IPA wurde eingesetzt, um die Expression viraler Proteine in transfizierten 
bzw. infizierten Zellen nachzuweisen. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 
mit kaltem Methanol (-20 ￿C) 30 Minuten fixiert. Anschlie￿end wurden die Zellen 
erneut mit PBS gewaschen und Blockierungspuffer (PBS, 2 % BSA) zugegeben, 
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach einst￿ndiger Inkubation 
bei RT folgte die Zugabe des entsprechenden Antiserums. Zum Nachweis des 
HIV-1 H￿llproteins in Verpackungszellen diente das HIV-1 Antiserum 456 
(1:1000 verd￿nnt in Blockierungspuffer), f￿r den IPAP der HIV-Titrationen 
wurde ein gepooltes anti HIV-1 Serum 1:800 verd￿nnt eingesetzt (beide Seren 
wurden freundlicherweise zur Verf￿gung gestellt von Dr. Norley, PEI). Nach 
einer Stunde wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Durch Zugabe von 
Meerrettichperoxydase-konjugiertem Protein G (BIO-RAD, M￿nchen, 1:1000 in 
Blockierungspuffer) folgte die Detektion der Fc-Teile der spezifischen 
Immunglobuline. Die Inkubationsdauer betrug eine Stunde. Nach zwei 
Waschschritten folgte die Zugabe der Substratl￿sung (4 mg 3-Amino-9-
Ethylcarbazol in 1 ml Dimethylformamid gel￿st, 19 ml 20 mM NaOAc-Puffer, 
pH 5 und 30 ￿l H2O2). Nach ca. 15 Minuten war eine deutliche Rotf￿rbung bei 
Antigenpositiven Zellen zu erkennen. 
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3 ERGEBNISSE 
 
3.1 Gentransfer in humane prim￿re T-Zellen mittels 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren 
 
3.1.1  CCR5- und CXCR4-trope HIV-1 H￿llproteine auf 
[MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren 
 
Pseudotypisiert man MLV-Vektorkapside mit dem H￿llprotein des humanen 
Immundefizienzvirus (HIV), so vermitteln die resultierenden [MLV(HIV-1)]-
Vektoren den Gentransfer spezifisch in CD4-positive Zellen. Um die 
Inkorporation des HIV-1 H￿llproteins in MLV-Kapside zu erm￿glichen, war eine 
C-terminale Trunkierung des H￿llproteins erforderlich (Schnierle und Stitz et al., 
1997, s. Abb. 3.1.1).  
 
Die Korezeptorspezifit￿t von HIV-1 wird vor allem durch die V3-Region im 
H￿llprotein determiniert. Das HIV-1 H￿llprotein auf den bestehenden 
[MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren wurde von dem CD4/CXCR4-tropen HIV-
Stamm HIV-1BH10 abgeleitet (Schnierle und Stitz et al., 1997). Die Vektoren 
werden daher im Folgenden mit [MLV(HIV-1CXCR4)] bezeichnet. Um auch f￿r 
CD4/CCR5-positive Zellen spezifische Vektoren zu generieren, wurde im HIV-
1BH10  Env-Expressions-konstrukt pTr712 die V3-Region mit angrenzenden 
Bereichen gegen die entsprechende Region des CD4/CCR5-tropen HIV-1 
Prim￿risolats MBK (Cichutek et al., 1992) ausgetauscht (s. 2.1.1.2., Peter M￿ller, 
1999).  Ergebnisse 37 
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Abb. 3.1.1: Schematische Darstellung des HIV-1 H￿llproteins (A) und der davon 
abgeleiteten Expressionskonstrukte pTr712 und pTr712 MBK (B), sowie der 
jeweiligen Aminos￿uresequenz der V3-Region. neo
r: Neomycin-Resistenzgen, FD: 
Fusionsdom￿ne, M: membrandurchspannende Dom￿ne. Die Expressionskonstrukte 
kodieren ein C-terminal trunkiertes H￿llprotein und das Rev-Protein. Die C-terminale 
Trunkierung des HIV-1 Env erlaubt dessen Inkorporation in MLV-Partikel. pTr712: 
Expressionsplasmid f￿r das C-terminal trunkierte CD4/CXCR4-trope HIV-Env, pTr712 
MBK: Expressionsplasmid f￿r das CD4/CCR5-trope HIV-1 Env. 
 
Abbildung 3.1.1 zeigt schematisch den Aufbau des HIV-1 H￿llproteins (A) und 
die davon abgeleiteten Expressionskonstrukte pTr712 und pTr712 MBK (B), die 
f￿r C-terminal trunkierte H￿llproteine kodieren. Die jeweilige 
Aminos￿uresequenz der V3-Regionen, die die Korezeptorspezifit￿t der 
H￿llproteine determinieren, ist angegeben.  
 
Um den Tropismus der [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren f￿r CD4/CXCR4-positive 
Zellen und der [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren f￿r CD4/CCR5-positive Zellen zu 
best￿tigen, sind bereits entsprechende lacZ-kodierende Pseudotypvektoren zur 
Transduktion von GHOST-Zellen eingesetzt worden, die neben CD4 jeweils einen 
der Korezeptoren CCR2b, CCR3, CCR4, CCR5, CCR8, CXCR4, Bob, Bonzo und 
V28 exprimieren.  
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Abb. 3.1.2: Tropismus der lacΖ -kodierenden [MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren. 
Angegeben ist die relative Effizienz f￿r [MLV(HIV-1CXCR4)]- (A) und 
[MLV(HIV-1CCR5)]- (B) Pseudotypvektoren zur Transduktion der einzelnen GHOST-
Zelllinien. Der maximale Titer wurde 100 % gesetzt. Stefanie Steidl, Paul Ehrlich Institut. 
 
Benutzt man HIV-1BH10 Env, kodiert durch Tr712, zur Pseudotypisierung von 
MLV-Vektoren, so zeigten die resultierenden [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren eine 
Spezifit￿t f￿r CD4/CXCR4-positive Zellen. Eine schwache Hintergrund-
Expression von CXCR4 auf GHOST-Zellen (Edinger et al., 1997) bedingte, dass 
alle verwendeten Zelllinien in geringen Ma￿ von den [MLV(HIV-1CXCR4)]-
Vektoren transduziert wurden. Die [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren zeigten die 
erwartete Spezifit￿t f￿r CD4/CCR5-positive Zellen (Abb.3.1.2, Stefanie Steidl, 
Paul-Ehrlich Institut).  
 
3.1.2  Generierung stabiler Verpackungszellen f￿r [MLV(HIV-1)]- und 
[MLV(GaLV)]-Vektoren 
 
Die in 3.1.1 beschriebenen [MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren tragen lacZ als 
Reportergen im Vektorgenom. Um die Transduktion prim￿rer Zellen mittels der 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren genau zu charakterisieren und zu optimieren, wurden Ergebnisse 39 
 
Vektoren generiert, die die cDNA des ￿Enhanced Green Fluorescent Protein￿ 
(EGFP) anstelle von lacZ im Vektorgenom tragen. Dadurch konnten die 
transduzierten Zellen mit durchflu￿zytometrischen Methoden parallel auf die 
Transgen-, CD4- und Korezeptorexpression analysiert werden. Als verpackbares 
retrovirales Expressionskonstrukt diente der MgEGFP-∆ LNGFR Vektor.  
 
 Ψ 
SD  SA
MSCV  SFFV  egfp ∆ lngfr
5·-LTR  3·-LTR   
 
Abb. 3.1.3: Schematische Darstellung des MgEGFP ∆ LNGFR Transfervektors. SD: 
Spleiss-Donor, SA: Spleiss-Akzeptor, Ψ : Verpackungssignal, MSCV: Murines 
Stammzellvirus, SFFV: Spleen Focus Forming Virus.  
 
Es handelt sich dabei um einen bicistronischen Vektor, der neben EGFP als 
zweites Reportergen den Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR (C-terminal trunkierter, 
niedrig-affiner Nervenwachstumsfaktor Rezeptor/low-affinity nerve growth factor 
receptor) kodiert (Abb. 3.1.3). Von der ungesplei￿ten mRNA wird EGFP gebildet, 
von der einfach gesplei￿ten mRNA wird ∆ LNGFR abgelesen. Die 3·-LTR des 
Spleen Focus Forming Virus (SFFV) dient nach Integration des Transfervektors in 
die genomische DNA der transduzierten Zelle als Promotor. F￿r zuk￿nftige 
gentherapeutische Anwendungen kann der egfp-Leserahmen durch therapeutische 
Gene ersetzt werden (s. Kapitel 3.2.1).  
 
Um die Herstellung gr￿￿erer Mengen [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren zu 
erm￿glichen, wurden stabile Verpackungszelllinien durch Einzelzellklonierung 
etabliert. Hierzu wurde die env-negative, MLVgag/pol- und MgEGFP ∆ LNGFR 
Transfervektor-positive Zelllinie TECeB15 EGFP mit 3 ￿g des HIV-1 Env-
Expressionsplasmids pTr712 MBK, das ein Neomycin-Resistenzgen kodiert, 
mittels Lipofektion transfiziert. Durch anschlie￿ende G418-Selektion wurden 
Zellklone etabliert, die nach Expansion in 24-Lochplatten auf die Env-Expression 
untersucht wurden. Im Immunperoxidase-Assay zeigten die einzelnen Klone eine 
unterschiedliche Zahl HIV-1 Env-positiver Zellen sowie eine unterschiedlich 
starke Expression des HIV-1 H￿llproteins auf den positiven Zellen (Abb. 3.1.4).  Ergebnisse 40 
 
 
R5 #24 R5 #29
R5 #96 R5 #119 
R5 #24 R5 #29
R5 #96 R5 #119 
 
 
Abb. 3.1.4: Nachweis der Expression des HIV-1 H￿llproteins in den 
[MLV(HIV-1CCR5)]-Verpackungszellklonen durch Immunperoxidase-F￿rbung. 
Dargestellt ist die Anf￿rbung von vier Klonen mit einem HIV-1
+ Serum (#456).  
 
Danach wurden die Klone auf die Bildung infekti￿ser Vektorpartikel hin 
untersucht. Hierzu wurde der ￿berstand der einzelnen Klone auf GHOST CCR5-
Zellen titriert. Zwei Tage nach der Transduktion wurde die ∆ LNGFR-Expression 
im FACS untersucht. Von 150 getesteten Klonen bildeten 5 % detektierbare 
Vektormengen. Der Vektortiter lag zwischen 1 x 10
4 und 2 x 10
5 i.E. / ml. Der 
Verpackungszellklon R5#96 produzierte mit 2 x 10
5 i.E. / ml den h￿chsten Titer. 
Das Ma￿ der Expression des trunkierten HIV-1 H￿llproteins korrelierte nicht mit 
der Menge produzierter Pseudotypvektoren, z.B. wies der Klon R5 #29 eine 
st￿rkere Env-Expression auf, produzierte aber weniger infekti￿se Vektorpartikel 
(1,3 x 10
4 i. E. / ml) als Klon R5 #96.  
 
Ein Verpackungszellklon f￿r [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren (Klon X4#53) wurde 
analog durch Transfektion von TECeB15 EGFP Zellen mit pTr712 und 
anschlie￿ender Einzelzellklonierung hergestellt (Stefanie Steidl, Paul Ehrlich 
Institut). Der [MLV(HIV-1CXCR4)]-Verpackungszellklon #53 produzierte Pseudo-
typvektoren mit einen Titer von 5 x 10
5 i.E. / ml nach Titration auf GHOST 
CXCR4-Zellen.   
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Um die [MLV(HIV-1)]-Vektoren mit den h￿ufig zur Transduktion prim￿rer 
Blutlymphozyten verwendeten [MLV(GaLV)]-Vektoren zu vergleichen, wurde 
eine stabile Verpackungszelllinie f￿r [MLV(GaLV)]-Vektoren etabliert, die 
ebenfalls den MgEGFP ∆ LNGFR-Transfervektor enth￿lt (Abb. 3.1.5). Hierzu 
wurde die Zelllinie PG13 verwendet, die bereits Expressionskonstrukte f￿r 
MLVgag/pol und GaLVenv enth￿lt (Miller et al., 1991). Da sich PG13-Zellen 
nicht effizient transfizieren lie￿en, wurden die Zellen mit transient generierten 
[MLV(MLV10A1)]-Vektoren transduziert. Dies hatte zudem den Vorteil, dass in 
den transduzierten PG13-Zellen der Transfervektor direkt im Genom integriert 
vorlag.  
 
Durch Transfektion des MgEGFP ∆ LNGFR-Transfervektors und eines 
Expressionsvektors f￿r das MLV10A1-H￿llprotein (pALF 10A1) in die 
MLVgag/pol-positive Zelllinie Phoenix-gp wurden zun￿chst transient 
[MLV(MLV10A1)]-Pseudotypvektoren generiert, die den Transfervektor 
MgEGFR  ∆ LNGFR als Vektorgenom tragen. Die [MLV(MLV10A1)]-
Pseudotypvektoren wurden zwei Tage nach der Transfektion geerntet und zur 
Transduktion der PG13-Zellen eingesetzt, um den Transfervektor MgEGFP 
∆ LNGFR stabil in die Zellen einzubringen. Transfervektorpositive PG13-Zellen 
wurden zwei Tage nach der Transduktion mittels magnetischer Zellsortierung 
(MACS) auf eine Reinheit von 95-98 % ∆ LNGFR-exprimierender Zellen 
angereichert. Hierzu wurden die Zellen mit einem monoklonalen Antik￿rper 
gegen den humanen NGFR angef￿rbt und anschlie￿end mit einem magnet-
konjugierten anti-Maus-IgG1-Zweitantik￿rper markiert. Diese PG13 EGFP-
Mischkultur produzierte Vektorpartikel mit einer Konzentration von 6,5x10
6 i.E. / 
ml Zellkultur￿berstand.  
 
Die Abbildung 3.1.5 zeigt eine schematische Darstellung der etablierten 
Verpackungszellen f￿r [MLV(HIV-1)]- und [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren. 
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Abb. 3.1.5: Schematische Darstellung der Verpackungszelllinien f￿r [MLV(HIV-1)]- 
und [MLV(GaLV)]-Vektoren. Die [MLV(HIV-1)]-Verpackungszelllinien TECeB15 
EGFP pTr712 bzw. pTr712 MBK basieren auf der humanen Rhabdomyosarkomlinie 
TE671. Als HIV-1 Env-Expressionskonstrukt enthalten [MLV(HIV-1CXCR4)]-Ver-
packungszellen das Konstrukt pTr712, Verpackungszellen f￿r [MLV(HIV-1CCR5)]-
Vektoren enthalten das Plasmid pTr712 MBK (Abb. 3.1.1 B). Die Verpackungszelllinie 
f￿r [MLV(GaLV)]-Vektoren, PG13 EGFP, ist von der murinen embryonalen 
Fibroblastenlinie NIH 3T3 abgeleitet. neo
r: Neomycin-Resistenzgen, bsr
r: Blasticidin-
Resistenzgen, SD: Spleiss-Donor, SA: Spleiss-Akzeptor, Ψ : Verpackungssignal. 
 
3.1.3  Die Korezeptorspezifit￿t der [MLV(HIV-1)]-Vektoren  
 
Nachdem die Korezeptorspezifit￿t f￿r lacZ-￿bertragende [MLV(HIV-1)]-
Vektoren schon gezeigt worden war (Abb. 3.1.2), sollte sie f￿r die egfp-
￿bertragenden [MLV(HIV-1)]-Vektoren best￿tigt und diese mit den 
[MLV(GaLV)]-Vektoren verglichen werden. Hierzu wurden die drei 
verschiedenen Pseudotypvektoren auf GHOST Parental (CD4-positiv), GHOST 
CXCR4 (CD4/CXCR4-positiv) und GHOST CCR5 (CD4/CCR5-positiv) Zellen 
titriert. Zwei Tage nach der Transduktion erfolgte die Auswertung durch F￿rbung 
der GHOST-Zellen auf den Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR und die anschlie￿ende 
FACS-Analyse der Zellen (Abb. 3.1.6).  Ergebnisse 43 
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Abb. 3.1.6: Die Korezeptorspezifit￿t von [MLV(HIV-1)]-Vektoren im Vergleich zu 
[MLV(GaLV)]-Vektoren. Angegeben ist die relative Transduktionseffizienz in Prozent 
∆ LNGFR-positiver GHOST-Zellen bezogen auf den Wert der jeweils h￿chsten 
Transduktionseffizienz eines Pseudotypvektors, der 100 % gesetzt wurde. Relative 
Transduktionsraten auf GHOST Parental (gr￿n), GHOST CXCR4 (rot) und GHOST 
CCR5 (blau). 
 
Die [MLV(HIV-1CXCR4)]- Pseudotypvektoren zeigten bei Titration auf GHOST- 
Zellen eine hohe Spezifit￿t f￿r GHOST CXCR4-Zellen, die Transduktions-
effizienz auf GHOST Parental- und GHOST CCR5-Zellen war signifikant 
niedriger. Dagegen transduzierten die [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren spezifisch 
GHOST CCR5-Zellen. Im Vergleich zu den lacZ-kodierenden Vektoren (Abb. 
3.1.2) zeigten die egfp-kodierenden [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren einen h￿heren 
Hintergrund auf den GHOST-Parental und GHOST CXCR4. Im Gegensatz zu den 
beiden [MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren transduzierten die [MLV(GaLV)]- 
Vektoren alle drei GHOST Zelltypen unabh￿ngig von der Korezeptorexpression 
mit etwa der gleichen Effizienz.  
 
3.1.4  Konzentrierung der Pseudotypvektoren zur Generierung 
h￿herer Vektortiter 
 
Um die Vektorkonzentration zu erh￿hen wurde versucht, die Zellkultur￿berst￿nde 
der Verpackungszellen mittels Ultrazentrifugation aufzukonzentrieren. Zun￿chst 
wurden die Verpackungszellen ￿ber Nacht in Medium mit 10 mM Natriumbutyrat 
kultiviert. F￿r amphotrope Vektoren ist eine Erh￿hung des Vektortiters nach 
Natriumbutyratzugabe beschrieben (Olsen und Sechelski, 1995). Am n￿chsten Ergebnisse 44 
 
Morgen wurden die Vektoren in der Ultrazentrifuge pelletiert und in einem 
geringen Volumen X-Vivo Medium ohne Zus￿tze resuspendiert (s. 2.2.7). Die 
Vektorstocks wurden bei ￿80 ￿C gelagert, ein Aliquot wurde zur Titration auf 
A3.01 CCR5 T-Zellen eingesetzt.  
 
Zelllinie Vektor 
Nativer 
Titer 
[i.E. / ml] 
Titer 
nach UZ 
[i.E. / ml] 
Ausbeute
TECeB15 EGFP pTr712 
Klon #53  [MLV(HIV-1CXCR4)] 7,3 x 10
5  1,9 x 10
7  12,6 % 
TECeB15 EGFP pTr712 
MBK Klon #96  [MLV(HIV-1CCR5)]  6,3 x 10
5  2,2 x 10
7  16,9 % 
PG13 EGFP  [MLV(GaLV)]  6,5 x 10
5  3,3 x 10
6  2,5 % 
 
Tab. 3.1.1: Vektortiter nach Anreicherung durch Ultrazentrifugation. Aus 35 ml 
nativem Zellkultur￿berstand wurden die Pseudotypvektoren pelletiert und in 150 ￿l  X-
Vivo resuspendiert (230-fache Ankonzentrierung). Die Ausbeute der tats￿chlich 
wiedergefundenen infekti￿sen Vektorpartikel ist angegeben. 
 
 
F￿r [MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren gelang es, ￿berst￿nde mit einem nativen 
Titer von 6-7 x 10
5 i.E. / ml bei einer Volumenreduktion um den Faktor 230 auf 
einen Titer von bis zu 2x10
7 i.E. / ml zu konzentrieren (Tabelle 3.1.1). Die 
Wiedergewinnungsrate lag bei 12,6 % f￿r [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren bzw. 
16,9 % f￿r [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren. Dagegen lie￿en sich [MLV(GaLV)]-
Vektoren durch Ultrazentrifugation nur geringf￿gig anreichern. Der Vektortiter 
stieg von 6,5 x 10
5 nur auf 3,3 x 10
6 i. E. / ml bei einer Volumenreduktion um 
Faktor 230. Nur 2,5 % der pelletierten Vektoren konnten dabei wiedergewonnen 
werden bzw. vermittelten nach der Ultrazentrifugation noch Infekti￿sit￿t. 
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3.1.5  Gentransfer in prim￿re humane CD4-positive PBL mittels 
[MLV(HIV-1)]- und [MLV(GaLV)]-Vektoren 
 
3.1.5.1  CD4- und Korezeptor-Expression auf prim￿ren T-Lymphozyten 
unter verschiedenen Stimulationsbedingungen 
 
 
Bevor die der Effizienz von [MLV(HIV-1)]- und [MLV(GaLV)]-Vektoren zur 
Transduktion CD4-positiver prim￿rer Blutlymphozyten (PBL) bestimmt wurde, 
wurde zun￿chst der Anteil CD4- bzw. CD8-positiver T-Zellen (Abb. 3.1.8) und 
das Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5 auf den CD4-
positiven Zellen (Abb. 3.1.9) gemessen, um den Prozentsatz potentieller 
Zielzellen f￿r die [MLV(HIV-1)]-Vektoren zu ermitteln.  
F￿r einen ex-vivo Gentransfer in CD4-positive Zellen ist es zudem 
w￿nschenswert, dass der Phenotyp der Zellen bezogen auf das Expressionsmuster 
der Korezeptoren m￿glichst der Situation im Vollblut entspricht, damit nach der 
Transduktion keine stark ver￿nderte Zellpopulation reinfundiert wird. Daher 
wurde das CD4/CD8-Verh￿ltnis und das Expressionsmuster der Korezeptoren auf 
den CD4-Zellen bei zwei ￿blichen Stimulationsprotokollen mit den Werten im 
Vollblut verglichen.  
Aus Citratblut von drei Spendern wurde mit monoklonalen Antik￿rpern eine 
F￿rbung auf CD4, CD8 und die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5 
durchgef￿hrt. Die Lymphozytenpopulation wurde ￿ber eine CD3-F￿rbung 
identifiziert. Parallel wurden aus dem verbleibenden Blut prim￿re mononukle￿re 
Blutzellen (PBMC) durch Ficollgradientenzentrifugation (s. 2.2.4.) aufgereinigt 
und nach zwei verschiedenen Protokollen stimuliert. In einem Ansatz wurden die 
Zellen f￿r 72 Stunden mit IL-2 und PHA stimuliert, in einem zweiten Ansatz 
wurde das IL-2 / PHA-Medium nach 24 Stunden durch Medium mit IL-2 ohne 
PHA ersetzt und die Zellen anschlie￿end f￿r zwei weitere Tage kultiviert. Nach 
72 h bestand die Zellpopulation in beiden F￿llen zu 80-95 % aus T-Zellen, was 
durch F￿rbung des T-Zell-Markers CD3 best￿tigt wurde (nicht gezeigt).  
 Ergebnisse 46 
 
Z
e
l
l
z
a
h
l
500
400
300
200
100
0
0.1           1           10         100     1000
500
400
300
200
100
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
CD4 CD4 CD4
CD8 CD8 CD8
36,4 %
31,3 %
43,2 %
52,4 %
44,2 %
55,4 %
Vollblut 24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2 72 h PHA, IL-2
0
0,5
1
1,5
2
Vollblut 24 h PHA, 48 h IL-2 72 h PHA
C
D
4
 
/
 
C
D
8
 
R
a
t
i
o
Vollblut     24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2       72 h PHA, IL-2    
C
D
4
 
/
 
C
D
8
 
-
R
a
t
i
o
2
1,5
1
0,5
0
A)
B)
Z
e
l
l
z
a
h
l
500
400
300
200
100
0
0.1           1           10         100     1000
500
400
300
200
100
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
CD4 CD4 CD4
CD8 CD8 CD8
36,4 %
31,3 %
43,2 %
52,4 %
44,2 %
55,4 %
Vollblut 24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2 72 h PHA, IL-2
0
0,5
1
1,5
2
Vollblut 24 h PHA, 48 h IL-2 72 h PHA
C
D
4
 
/
 
C
D
8
 
R
a
t
i
o
Vollblut     24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2       72 h PHA, IL-2    
C
D
4
 
/
 
C
D
8
 
-
R
a
t
i
o
2
1,5
1
0,5
0
Z
e
l
l
z
a
h
l
500
400
300
200
100
0
0.1           1           10         100     1000
500
400
300
200
100
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
250
200
150
100
50
0
0.1           1           10         100     1000
CD4 CD4 CD4
CD8 CD8 CD8
36,4 %
31,3 %
43,2 %
52,4 %
44,2 %
55,4 %
Vollblut 24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2 72 h PHA, IL-2
0
0,5
1
1,5
2
Vollblut 24 h PHA, 48 h IL-2 72 h PHA
C
D
4
 
/
 
C
D
8
 
R
a
t
i
o
Vollblut     24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2       72 h PHA, IL-2    
C
D
4
 
/
 
C
D
8
 
-
R
a
t
i
o
2
1,5
1
0,5
0
A)
B)
 
 
Abb. 3.1.7 CD4- und CD8-Expression auf prim￿ren Blutlymphozyten im Vollblut 
und nach Stimulation der Lymphozyten mit PHA/IL-2. (A) Das CD4/CD8-Verh￿ltnis 
wurde durch FACS-Analyse im Vollblut und nach unterschiedlich langer Stimulation mit 
PHA in IL-2 Medium bestimmt. Exemplarisch sind die FACS-Daten eines Donors 
gezeigt. (B) Angegeben ist der Quotient aus dem Prozentsatz der CD4- und CD8-
positiven T-Zellen. Aus PBL von drei Donoren ist der Mittelwert dargestellt. 
 
Betrachtet man die CD4- und CD8-Expression auf prim￿ren Lymphozyten im 
Vollblut, so bestand diese Population je nach Donor zu 35-60 % aus CD4-
positiven/CD8-negativen und zu 30-55 % aus CD8-positiven/CD4-negativen T-
Zellen (Abb. 3.1.7 B). Dabei war zu erkennen, dass nach dreit￿giger Stimulation 
das CD4/CD8-Verh￿ltnis in den f￿r 72 h mit IL-2 und PHA stimulierten Kulturen 
niedriger war als in den 24 h PHA/IL-2 und 48 h IL-2 stimulierten Kulturen. 
Somit steigt bei der Stimulierung der Prozentsatz CD8-positiver T-Zellen an, der 
Anteil CD4-positiver T-Zellen nimmt entsprechend ab.   Ergebnisse 47 
 
Neben dem CD4-Expressionsmuster nach Stimulation wurde auch die Expression 
der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5 nach unterschiedlich langer 
Stimulation mit PHA in IL-2 Medium mit den entsprechenden Werten im 
peripheren Blut verglichen (Abb. 3.1.8).  
 
D
A   Vollblut
C   PBL: 72 h PHA/IL-2
B   PBL: 24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2
S
S
C
S
S
C
S
S
C
FSC
FSC
FSC
C
X
C
R
4
C
X
C
R
4
C
X
C
R
4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
C
C
R
5
C
C
R
5
C
C
R
5
1 2 3
1 2 3
1 2 3
Stimulation: CXCR4 CCR5
Vollblut 86,4 (79,2) 10,2 (14,5)
24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2 98,6 (84,2) 7,2 (10,0)
72 h PHA/IL-2 97,3 (95,9) 1,1 (1,2)
Korezeptorexpression in der CD4
+ PBL-Population D
A   Vollblut
C   PBL: 72 h PHA/IL-2
B   PBL: 24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2
S
S
C
S
S
C
S
S
C
FSC
FSC
FSC
C
X
C
R
4
C
X
C
R
4
C
X
C
R
4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
C
C
R
5
C
C
R
5
C
C
R
5
1 2 3
1 2 3
1 2 3
D
A   Vollblut
C   PBL: 72 h PHA/IL-2
B   PBL: 24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2
S
S
C
S
S
C
S
S
C
FSC
FSC
FSC
C
X
C
R
4
C
X
C
R
4
C
X
C
R
4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
CD4
C
C
R
5
C
C
R
5
C
C
R
5
1 2 3
1 2 3
1 2 3
Stimulation: CXCR4 CCR5
Vollblut 86,4 (79,2) 10,2 (14,5)
24 h PHA/IL-2, 48 h IL-2 98,6 (84,2) 7,2 (10,0)
72 h PHA/IL-2 97,3 (95,9) 1,1 (1,2)
Korezeptorexpression in der CD4
+ PBL-Population
 
Abb. 3.1.8: Expression von CXCR4 und CCR5 auf Zellen im peripheren Blut und 
nach unterschiedlicher Stimulation mit PHA / IL-2. Exemplarische Darstellung der 
F￿rbungen von PBL eines Donors. (A) F￿rbungen aus Vollblut, (B) nach 24 h PHA/IL-2 
Stimulation und anschlie￿ender Kultivierung f￿r 48 h in IL-2 Medium ohne PHA, (C) 
nach 72 h PHA-Stimulation. (D) Prozentsatz korezeptorpositiver Zellen in der CD4-
positiven Population. Angegeben ist der Mittelwert aus drei Donoren und in Klammern 
die entsprechenden Werte des in A-C gezeigten Donors.   
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Der Prozentsatz CXCR4-positiver CD4-positiver T-Zellen im Vollblut der 
verschiedenen Spender lag im Mittel bei 86 % (Abb. 3.1.8, D), nach dreit￿giger 
Stimulation stieg der Anteil in der Regel auf 97 % der CD4-positiver T-Zellen. 
Der Anstieg in der Fluoreszenzintensit￿t der CXCR4-F￿rbung (Abb. 3.1.8, A2, 
B2, C2, Verschiebung der Population in Richtung der y-Achse) deutete zudem auf 
eine h￿here Korezeptordichte auf den stimulierten Zellen im Vergleich zum 
Vollblut hin. Der Chemokinrezeptor CCR5 wurde im Vollblut auf 2-15 % der 
CD4-positiven T-Zellen exprimiert. Bei 72 st￿ndiger PHA/IL-2 Stimulation fiel 
der Prozentsatz unter 3 % ab, im Mittel lag er bei nur ca. 1 %. Wurde die 
Stimulation mit PHA und IL-2 auf 24 Stunden verk￿rzt und die Zellen 
anschlie￿end f￿r weitere 48 Stunden in IL-2 Medium kultiviert, so waren 2-10 % 
der CD4-positiven Lymphozyten CCR5-positiv (Abb. 3.1.8, A3, B3 und C3).   
 
Die Stimulation der Lymphozyten mit PHA und IL-2 f￿r 24 h mit anschlie￿ender 
48-st￿ndiger Kultivierung in IL-2 Medium erwies sich in zweierlei Hinsicht als 
g￿nstiger als die 72-st￿ndige Stimulation mit PHA und IL-2. Zum Einen nahm der 
Anteil CD4-positiver Lymphozyten bei dieser Stimulationsmethode weniger stark 
ab, so dass das CD4/CD8-Verh￿ltnis in den stimulierten Lymphozyten der im 
peripheren Blut besser entsprach. Zum Anderen war nach 72-st￿ndiger 
Stimulation mit PHA und IL-2 der Korezeptor CCR5 kaum noch auf CD4-
positiven T-Zellen nachweisbar. Wurden die Zellen nach 24 Stunden in PHA-
freies IL-2 Medium ￿berf￿hrt, sank die Zahl CCR5-positiver CD4-T-Zellen 
weniger stark ab. Der Anteil CXCR4/CD4-positiver T-Zellen war bei beiden 
Stimulationsmethoden vergleichbar. F￿r die nachfolgenden Versuche zur 
Transduktion mit [MLV(HIV-1)]- und [MLV(GaLV)]-Vektoren wurden die 
Zellen daher f￿r 24 h mit PHA/IL-2 und anschlie￿end f￿r weitere 48 Stunden mit 
IL-2 stimuliert.  
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3.1.5.2  CD4-Spezifit￿t der Vektoren bei der Transduktion humaner peri-
pherer Blutlymphozyten (PBL) 
 
Die CD4-Spezifit￿t der [MLV(HIV-1)]-Vektoren im Vergleich mit den 
[MLV(GaLV)]-Vektoren wurde bei der Transduktion prim￿rer T-Zellen 
untersucht. Die Transduktion der stimulierten prim￿ren T-Zellen dreier Donoren 
erfolgte auf Retronektin-beschichteten 48-Loch-Platten. 5 x 10
4 PBL wurden je 
Vertiefung ausges￿t. Der vektorhaltige ￿berstand wurde auf eine Konzentration 
von 1 x 10
4 i.E. / ml eingestellt. Jeweils 500 ￿l Vektor￿berstand (5 x 10
3 i.E.) mit 
IL-2 und Protaminsulfat wurden in die Vertiefungen der 48-Loch-Platte zur 
Zellsuspension gegeben. Dies entsprach einer m.o.i. (￿multiplicity of infection￿) 
von 0,1. F￿nf Tage nach der Transduktion wurde die EGFP- und CD4-Expression 
der Zellen im FACS untersucht.  
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Abb. 3.1.9: CD4-Spezifit￿t der Transduktion prim￿rer Lymphozyten durch 
[MLV(HIV-1)] Pseudotypvektoren am Beispiel eines Donors. Darstellung der EGFP- 
und CD4-Expression in PBL nach Transduktion mit [MLV(HIV-1CXCR4)]- (A), 
[MLV(HIV-1CCR5)]- (B) und [MLV(GaLV)]-Vektoren (C).  
 
Sowohl die [MLV(HIV-1CXCR4)]- als auch die [MLV(HIV-1CCR5)]- 
Pseudotypvektoren transduzierten in stimulierten peripheren Blutlymphozyten 
spezifisch CD4-positive Zellen, w￿hrend die [MLV(GaLV)]-Vektoren sowohl 
CD4-positive, als auch CD4-negative PBL transduzierten. In Abbildung 3.1.9 sind 
exemplarisch die FACS-Daten eines Donors dargestellt, die Transduktionsdaten 
der zwei weiteren Donoren zeigten ebenfalls eine strikt CD4-spezifische 
Transduktion durch  beide [MLV(HIV-1)]-Vektoren und eine bezogen auf die 
CD4-Population unspezifische Transduktion durch die [MLV(GaLV)]-Vektoren.  Ergebnisse 50 
 
Die Effizienz der drei Pseudotypvektoren f￿r den Gentransfer in CD4-positive 
prim￿re T-Zellen wurde im Kapitel 3.1.6 untersucht.  
 
3.1.5.3  Analyse der Korezeptorspezifit￿t von [MLV(HIV-1)]- und 
[MLV(GaLV)]-Vektoren bei der Transduktion prim￿rer 
Lymphozyten 
 
Durch F￿rbung der Zellen auf CD4 und CXCR4 bzw. CD4 und CCR5 konnte die 
EGFP-Expression in den transduzierten Zellen f￿r die einzelnen Korezeptor-
exprimierenden CD4-Populationen untersucht werden. 
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Abb. 3.1.10: Verteilung der EGFP-positiven transduzierten PBL in den CD4-, 
CD4/CXCR4- und CD4/CCR5-positiven PBL-Populationen. A-C: Exemplarische 
Darstellung der durchflusszytometrischen Messungen eines Donors. A: nach Tranduktion 
mit [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren, B: nach Transduktion mit [MLV(HIV-1CCR5)]-
Vektoren, C: nach Transduktion mit [MLV(GaLV)]-Vektoren. Die Daten in der zweiten 
und dritten Spalte zeigen Verteilung der Korezeptor- und EGFP-Expression in der CD4-
positiven Population. In Tab. 3.1.2 sind die Daten der Korezeptorexpression auf den 
transduzierten Zellen aller drei untersuchten Donoren  aufgef￿hrt. Ergebnisse 51 
 
Die Transduktion durch [MLV(HIV-1)]-Vektoren (Abb. 3.1.10 A1 und B1) war 
im Gegensatz zu den [MLV(GaLV)]-Vektoren (C1) wie erwartet strikt CD4-
abh￿ngig. Hingegen waren die mit [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren transduzierten 
CD4-positiven PBL f￿nf Tage nach der Transduktion nicht alle CXCR4-positiv 
(Abb. 3.1.10, A2) und die mit [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren transduzierten PBL 
nur zu einem geringen Prozentsatz CCR5-positiv (Abb. 3.1.10, B3). In Tabelle 
3.1.2 sind die Daten der einzelnen drei Donoren aufgef￿hrt. Angegeben ist der 
Anteil der transduzierten CD4-Zellen, der im FACS positiv bzw. negativ f￿r den 
jeweiligen Korezeptor CXCR4 oder CCR5 war.   
 
Vektor Donor  CXCR4  - 
positiv
 
CXCR4 - 
negativ 
CCR5 - 
positiv 
CCR5 - 
negativ 
(Prozentsatz in den transduzierten CD4-positiven Zellen)
[MLV(HIV-1CXCR4)]  Donor  1  64,54  34,46 13,91 86,09 
  Donor  2  73,38  26,62 22,72 77,28 
  Donor  3  76,63  23,37 17,46 82,54 
  Mittelwert  71,85  28,15 18,03 81,97 
         
[MLV(HIV-1CCR5)]  Donor  1  70,24  29,76 10,60 89,40 
  Donor  2  79,56  20,44 32,83 67,17 
  Donor  3  75,31  24,69 19,92 80,08 
  Mittelwert  75,04  24,96 21,12 78,88 
         
[MLV(GaLV)]  Donor 1  56,41  43,59  7,88  92,12 
  Donor  2  61,21  38,79 21,99 78,01 
  Donor  3  55,31  44,69 12,37 87,63 
  Mittelwert  57,64  42,36 14,08 85,92 
 
Tab. 3.1.2: Korezeptorexpression auf den transduzierten CD4-Zellen. Angegeben ist 
der Anteil der Zellen in der Population der transduzierten (EGFP-positiven) CD4-Zellen, 
der die Korezeptoren CXCR4 oder CCR5 exprimiert bzw. nicht exprimiert (5 Tage nach 
der Transduktion).  
 
W￿hrend die [MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren die 
verschiedenen GHOST-Zelllinien korezeptorspezifisch transduzierten (Abb. 
3.1.6), zeigten die transduzierten PBL f￿nf Tage nach der Transduktion nicht die 
Korezeptorexpression, die der Spezifit￿t der [MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren 
entsprochen h￿tte. M￿glicherweise ist diese Beobachtung durch eine Ver￿nderung 
der Korezeptorexpression nach der Transduktion zu erkl￿ren: Da die Expression 
der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5 stark reguliert und nicht wie die 
CD4-Expression konstitutiv ist, k￿nnte sich deren Expressionsmuster bei der 
Kultivierung vor, w￿hrend und nach der Transduktion ver￿ndert haben. Um diese 
Vermutung zu untersuchen, wurde am Tag der Transduktion und f￿nf Tage nach Ergebnisse 52 
 
der Transduktion die CD4-, CXCR4- und CCR5-Expression auf den PBL 
bestimmt und miteinander verglichen (Tab. 3.1.3). Der Prozentsatz 
korezeptorpositiver CD4-Zellen zum Zeitpunkt der Transduktion entsprach 
tats￿chlich nicht dem Prozentsatz zum Zeitpunkt der FACS-F￿rbung und 
Auswertung f￿nf Tage nach der Transduktion.  
 
Population Donor  Transduk-
tionstag
 
F￿nf Tage nach der Transduktion durch die 
Vektoren:  
     [MLV(HIV-1CXCR4)] [MLV(HIV-1CCR5)] [MLV(GaLV)] 
Donor  1  93,40 73,27  76,73 81,83 
Donor  2  88,56 78,47  88,04 86,70 
Donor  3  78,98 83,31  83,20 87,20 
CXCR4- 
positive 
CD4-Zellen 
Mittelwert  86,98 78,35  82,66 85,24 
         
Donor 1  7,26  19,25  14,72  15,45 
Donor 2  9,91  24,76  29,76  30,67 
Donor 3  9,52  23,50  23,93  27,82 
CCR5- 
positive 
CD4-Zellen 
Mittelwert 9,72  24,13  22,80  24,65 
 
Tab. 3.1.3: Expression der Korezeptoren auf CD4-positiven T-Zellen. Angegeben ist 
der Prozentsatz der CXCR4- bzw. CCR5-exprimierenden CD4-positiven T-Zellen zum 
Zeitpunkt der Transduktion und f￿nf Tage nach der Transduktion mit den drei 
Pseudotypvektoren.  
 
Der Prozentsatz CXCR4-positiver CD4-Zellen ver￿nderte sich bei den drei 
Donoren unterschiedlich. Bei Donor 1 sank er nach der Transduktion bei allen 
drei Pseudotypen ab, bei Donor 2 nur nennenswert nach Transduktion mit 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren. Dagegen lag der Prozentsatz CXCR4-positiver 
CD4-Zellen bei Donor 3 f￿nf Tage nach der Transduktion mit allen drei 
Pseudotypvektoren um bis zu 9 % h￿her als am Tag der Transduktion. Es ist 
somit keine einheitliche Tendenz der CXCR4-Expression nach Transduktion mit 
bestimmten Vektoren erkennbar. Unter Umst￿nden ist die Regulation der 
CXCR4-Expression w￿hrend der Kultivierung donorabh￿ngig.  
F￿r die CCR5-Expression auf den CD4-positiven Lymphozyten nach der 
Transduktion zeigte sich bei allen drei Donoren eine einheitliche Tendenz. Der 
Prozentsatz CCR5-positiver CD4-Zellen nahm nach Transduktion mit allen drei 
Pseudotypvektoren zu (um 7 % bis 20 %). Es ist zu vermuten, dass die CCR5-
Expression auf den CD4-positiven T-Zellen im Verlauf der Kultivierung zwischen 
Transduktion und Auswertung unabh￿ngig vom eingesetzten Vektor reguliert 
wird.   Ergebnisse 53 
 
Aufgrund dieser Ver￿nderungen in der Korezeptorexpression nach der 
Transduktion konnte die Korezeptorspezifit￿t der Vektoren f￿r prim￿re T-Zellen 
nicht bestimmt werden.  
 
3.1.6  Vergleich der Transduktionseffizienzen von 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-, [MLV(HIV-1CCR5)]- und [MLV(GaLV)]- 
Pseudotypvektoren f￿r humane CD4-positive PBL 
 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren wurden im Hinblick auf die Effizienz der Transduktion 
CD4-positiver prim￿rer T-Zellen sowohl untereinander, als auch mit den bisher 
h￿ufig in klinischen Studien verwendeten [MLV(GaLV)]-Vektoren verglichen.  
Von drei Donoren wurden PBMC isoliert, f￿r 24 h mit PHA/IL-2 stimuliert und 
anschlie￿end in IL-2 Medium kultiviert. Nach drei Tagen wurden je 5 x 10
4 PBL 
mit einer m.o.i. von 0,1 transduziert. Die Auswertung der Transduktionseffizienz 
in Gesamt-PBL und CD4-positiven T-Zellen erfolgte f￿nf Tage nach der 
Transduktion am Durchflusszytometer (Abb. 3.1.11).  
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Abb. 3.1.11: Auswertung der PBL-Transduktion am Durchflusszytometer. Als 
Beispiel ist die Auswertung nach Transduktion mittels [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren 
dargestellt. A: zun￿chst wurde das PBL-Gate festgelegt. B: nach Transduktion mit 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren exprimierten in der PBL-Population nur CD4-positive 
Zellen EGFP. C: innerhalb der PBL-Population wurde ein Gate um die CD4-positiven 
Zellen gesetzt. D: Der Prozentsatz transduzierter, EGFP-positiver CD4-Zellen wurde 
durch Kombination des PBL- und CD4-Gates bestimmt (A und C).  Ergebnisse 54 
 
 
Die Transduktionsrate der CD4-positiven Population wurde durch CD4-F￿rbung 
der Zellen bestimmt. Der Prozentsatz EGFP-positiver, ungef￿rbter Zellen ergab 
den Prozentsatz transduzierter Gesamt-PBL.  
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Abb. 3.1.12: Transduktionseffizienz der Vektoren f￿r Gesamt-PBL und der CD4-
positiven Population. Aufgetragen ist der Mittelwert von drei Donoren bei einer m.o.i. 
von 0,1.  
 
Die [MLV(GaLV)] Vektoren zeigten mit 8,2 % bzw. 9,5 % eine etwa gleich hohe 
Transduktionseffizienz in Gesamt-PBL und der CD4-positiven Population. 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Pseudotypvektoren zeigten im Mittel eine Transduktions-
effizienz von etwa 12 % auf Gesamt-PBL. Die gro￿e Standardabweichung bei der 
Transduktionseffizienz von [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren in Gesamt-PBL ist 
durch den unterschiedlichen prozentualen Anteil CD4-positiver PBL der 
einzelnen Donoren bedingt. In der CD4-positiven Population erreichten 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren eine Transduktionsrate von 20  %, sie war somit 
verglichen mit den [MLV(GaLV)]-Vektoren um mehr als Faktor 2 h￿her. Die 
[MLV(HIV-1CCR5)] Pseudotypvektoren erreichten bezogen auf Gesamt-PBL 
entsprechend dem geringen prozentualen Anteil an CD4-/CCR5-positiven Zellen 
mit etwa 6 % die niedrigste Transduktionseffizienz, in der CD4-positiven 
Population erreichten sie im Mittel eine Transduktionsrate von 11 %. Die hohe 
Standardabweichung ist bei den [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren durch den stark Ergebnisse 55 
 
unterschiedlichen Prozentsatz CD4-/CCR5-positiver Zellen bei den einzelnen 
Donoren zu erkl￿ren.  
 
Zusammenfassend zeigten die [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren die h￿chste 
Gentransfereffizienz f￿r CD4-positive T-Zellen. Sie liegt bei einer m.o.i. von 0,1 
mit 20,8 % deutlich ￿ber der Effizienz der [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren (10,8 %) 
und der [MLV(GaLV)]-Vektoren (9,5 %). W￿hrend der Gentransfer durch 
CXCR4- und CCR5-trope [MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren strikt CD4-
abh￿ngig ist, konnte die Korezeptorspezifit￿t der Vektoren auf PBL nicht 
bestimmt werden, da sich das Expressionsmuster der Korezeptoren auf den CD4-
Zellen w￿hrend der Kultivierung ver￿nderte. Ergebnisse 56 
 
3.1.7  Optimierung des Gentransfers in prim￿re humane PBL 
 
F￿r klinische Anwendungen ist eine hohe Gentransferrate, verbunden mit einer 
m￿glichst kurzen Kultivierung der Zellen au￿erhalb des K￿rpers w￿nschenswert. 
Im Folgenden sollte daher der Gentransfer anhand der f￿r den CD4-spezifischen 
Gentransfer effizientesten [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren weiter optimiert 
werden.  
 
Die f￿r die folgenden Versuche verwendeten vektorhaltigen ￿berst￿nde wurden 
auf GHOST-Zellen titriert, wodurch die m.o.i. Angaben mit denen der 
Transduktion in Kapitel 3.1.4 nicht direkt vergleichbar sind, da die 
Verpackungszell￿berst￿nde dort auf A3.01 CCR5 T-Zellen titriert worden waren. 
Paralleltitrationen von [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren auf A3.01 CCR5 und 
GHOST CXCR4 ergaben einen um etwa Faktor 2 h￿heren Titer auf A3.01 CCR5 
als auf GHOST CXCR4-Zellen.  
 
3.1.7.1  Steigerung der Transduktionsrate durch mehrmalige Transduktion 
der PBL 
 
Bestehende Transduktionsprotokolle f￿r die klinische Anwendung von 
[MLV(GaLV)]-Vektoren beinhalten meist wiederholte Transduktionen, um einen 
h￿heren Prozentsatz an Zellen zu transduzieren. Daher sollte der Effekt multipler 
Transduktionen durch [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren untersucht werden. Prim￿re 
Lymphozyten von vier Donoren wurden f￿r drei Tage stimuliert und in drei 
Ans￿tze aufgeteilt, die mit einer m.o.i. von eins ein-, zwei- oder dreimal an 
aufeinanderfolgenden Tagen transduziert wurden. Nach jeder Transduktion 
erfolgte ein Halbmediumwechsel. F￿nf Tage nach der letzten Transduktion wurde 
die EGFP- und Rezeptorexpression im FACS untersucht. Abb. 3.1.13 zeigt die 
Transduktionsraten f￿r die CD4-positiven PBL.  
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Abb. 3.1.13: Gentransferraten in CD4
+ PBL bei wiederholter Transduktion der PBL 
mit [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren.   Prozentsatz der EGFP-exprimierenden CD4-
positiven Zellen bei einer, zwei oder drei aufeinanderfolgenden Transduktionen der PBL 
von vier verschiedenen Donoren (m.o.i. = 1).  
 
Die Steigerung der Gentransfer-Effizienz durch wiederholte Transduktionen war 
stark donorabh￿ngig. Bei den Donoren Donor 1 und 3 und stieg sie um bis zu 
16 % mit der zweiten Transduktion, die dritte Transduktion bedingte nur bei den 
PBL von Donor 3 einen weiteren Anstieg der Gentransferrate. Bei den Donoren 2 
und 4 betrug der Anstieg der Transduktionsrate nur etwa 2 % je weiterer 
Transduktion. Allgemein war die Steigerung bei den Donoren gr￿￿er, bei denen 
die Transduktionsrate bei der ersten Transduktion niedriger lag.  
 
3.1.7.2 Steigerung der Transduktionseffizienz durch die Verwendung 
autologen Plasmas 
 
Bei der klinischen Anwendung retroviraler Vektoren ist die Verwendung f￿talen 
K￿lberserums (FKS) aufgrund der ￿bertragungsrisiken xenotroper Erreger nicht 
m￿glich. Daher sollte untersucht werden, wie sich die Verwendung von 
autologem Plasma w￿hrend der Kultivierung und Transduktion der Zellen auf die 
Gentransfereffizienz auswirkt. PBL aus Lymphozytenkonzentrat (Buffy Coat) von 
drei verschiedenen Donoren wurden isoliert und in drei Ans￿tze aufgeteilt. Zum 
Einen wurden die Zellen wie in den vorigen Versuchen in X-Vivo Medium mit 
20 % FKS stimuliert und mit [MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(GaLV)]-Vektoren Ergebnisse 58 
 
transduziert. Im zweiten Ansatz wurden die Zellen in X-Vivo Medium mit 10 % 
autologem Plasma und 10 % FKS, und in einem dritten Ansatz in Medium mit 
20 % autologem Plasma kultiviert und transduziert. Zur Transduktion von 5 x 10
5 
Zellen wurden 5 x 10
5 Vektorpartikel (m.o.i. = 1), eingesetzt, die Zellen wurden 
dreimal transduziert und nach f￿nf Tagen im FACS analysiert. Das Ergebnis ist in 
Abb. 3.1.14 zusammengefasst.  
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Abb. 3.1.14: Transduktionseffizienz CD4
+ PBL bei Kultivierung der Zellen mit 
verschiedenen Konzentrationen autologen Plasmas. Angegeben ist die 
Transduktionseffizienz in CD4-positiven PBL.  
 
Die Verwendung autologen Plasmas steigerte die Transduktionseffizienz bei 
[MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(GaLV)]- Vektoren signifikant. In beiden F￿llen 
war ein Anstieg der Transduktionsrate um 20-30 % bei Verwendung von 10 % 
autologen Plasmas im Vergleich zu 20 % FKS zu beobachten. Bei Verwendung 
von 20 % autologen Plasmas stieg die Transduktionseffizienz der [MLV(HIV-
1CXCR4)] Vektoren um weitere 6,5 %.  
Da f￿r die weiteren Versuche nur geringe Mengen autologen Plasmas zur 
Verf￿gung standen und bereits bei der Verwendung von 10 % autologem Plasma 
und 10 % FKS eine hohe Effizienz erreicht wurde, wurden die prim￿ren Zellen in 
den folgenden Versuchen unter diesen Bedingungen kultiviert und transduziert. 
Bei einer klinischen Anwendung der Vektoren w￿re es jedoch erforderlich, die 
Zellen ohne FKS in Medium mit autologem Plasma zu kultivieren.  
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3.1.7.3  Abh￿ngigkeit der Transduktionseffizienz von der Vektormenge 
 
F￿r eine klinische Anwendung sind lange Kultivierungszeiten und wiederholte 
Manipulationen der Zellen ex vivo zu vermeiden. Daher sollte untersucht werden, 
ob durch Erh￿hung der Vektormenge Transduktionseffizienzen zu erreichen sind, 
die wiederholte Transduktionen ￿berfl￿ssig machen.  
5 x 10
5 PBL von drei Donoren wurden nach dreit￿giger Stimulation mit einer 
m.o.i. von 1, 5, 10 und 15 auf Vektor-vorbeschichteten Retronektinplatten 
transduziert. F￿nf Tage nach der Transduktion wurden die Zellen auf die 
Transgenexpression in den CD4-positiven PBL untersucht. Die Auswertung der 
FACS-Ergebnisse ist in Abb. 3.1.15 dargestellt.  
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Abb. 3.1.15:  Transduktionsraten in CD4
+ PBL nach Transduktion mit [MLV(HIV-
1CXCR4)]-Vektoren bei Verwendung unterschiedlicher m.o.i. PBL von drei Donoren 
wurden einmalig mit einer m.o.i. von 1, 5, 10 bzw. 15 transduziert.  
 
Wurde eine m.o.i. von 5 eingesetzt, so konnte die Transduktionsrate im Vergleich 
zu einer m.o.i. von 1 im Schnitt von 20 % auf 70 % erh￿ht werden. Bei weiterer 
Erh￿hung der Vektormenge auf 10 bzw. 15 Vektorpartikel pro Zelle stieg die 
Transduktionseffizienz je nach Donor auf 80 % bis 91 %. Die Schwankungen 
zwischen den einzelnen Donoren waren relativ gering.  
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Abb. 3.1.16: Fluoreszenzintensit￿t der EGFP-positiven Population bei steigender 
Vektormenge.  CD4 / EGFP-Auftragung der transduzierten Zellen von Donor 3. Die 
Fluoreszenzintensit￿t der EGFP-positiven Population steigt nach Transduktion mit einer 
m.o.i. von 15 signifikant an.  
 
Betrachtet man die FACS-Analyse der einzelnen Donoren (z.B. f￿r Donor 3 in 
Abb. 3.1.16), so war bei einer m.o.i von 15 ein starker Anstieg der 
Fluoreszenzintensit￿t EGFP-positiver Zellen als Verschiebung der EGFP-
positiven Zellfraktion (Q2) nach rechts zu erkennen. Dies deutet auf 
Mehrfachtransduktionen der einzelnen Zellen hin.  
 
F￿r eine ex-vivo Gentherapie ist es w￿nschenswert, die Zellen nur f￿r einen 
m￿glichst kurzen Zeitraum au￿erhalb des K￿rpers zu kultivieren. Durch die 
Steigerung der Vektormenge (m.o.i. von 10) wurde mit  80 % eine h￿here 
Transduktionsrate erreicht als durch mehrfache Transduktionen. Somit konnte die 
ex vivo Kultivierungsdauer der Zellen verk￿rzt und gleichzeitig die 
Gentransfereffizienz gesteigert werden. Auch die Verwendung von autologem 
Plasma anstelle von f￿talem K￿lberserum hatte einen positiven Effekt auf die 
Transduktionseffizienz. Zusammenfassend erscheint ein Transduktionsprotokoll 
mit einer m.o.i. von 10 bei einmaliger Transduktion in Medium mit 20 % 
autologem Serum am geeignetsten. 
 Ergebnisse 61 
 
3.2 VERGLEICH VERSCHIEDENER INHIBITORISCHER GENE F￿R DIE 
GENTHERAPIE DER HIV-1 INFEKTION 
 
In verschiedenen gentherapeutischen Ans￿tzen werden mittels retroviraler 
Vektoren therapeutische Gene, die eine Resistenz gegen HIV-1 vermitteln sollen, 
in die Zielzellen des Virus eingebracht. F￿nf inhibitorische Gene, die von 
verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben wurden, sollten erstmals in einem 
einheitlichen System in ihrem Einfluss auf die HIV-1 Replikation verglichen 
werden. Sie haben unterschiedliche Angriffspunkte im Replikationszyklus des 
Virus (Tab. 3.2.1).  
 
Inhibitorisches Gen  Abk￿rzung  Wirkprinzip  Literatur 
Interleukin 16  IL-16  Inhibition der HIV-1 Transkrip-
tion 
Baier  et al., 
1995 
Cruikshank  et 
al., 2000 
anti-Integrase scFv  α -IN-scFv  Intrazellul￿re Bindung an die C-
terminale Dom￿ne der HIV-1 
Integrase und dadurch Inhibition 
der Enzymfunktion 
Levy-Mintz  et 
al., 1996 
anti-RT scFv  α -RT-scFv  Intrazellul￿re Bindung an die 
Reverse Transkriptase von HIV-1 
und dadurch Inhibition der 
Enzymfunktion 
Shaheen  et al., 
1996 
Hairpin (HP)-Ribozym 
gegen die 5·-LTR von 
HIV-1 
HP-LTR-2  Spaltung der HIV-1 RNA am 
zweiten GUC-Triplett der 5·-LTR 
Ojwang  et al., 
1992 
Hammerhead (HH)-
Ribozym  gegen  pol-Gen 
HH-POL-13  Spaltung der HIV-1 RNA am 13. 
GUC-Triplett im pol-Leserahmen 
(Integrase-Gen) 
Klebba, 2000 
-  LCo Negativkontrolle,  MgSLdelS 
∆ EcoRI 
 
 
Tab. 3.2.1:  Auflistung der untersuchten HIV-1-inhibitorische Gene und des 
Kontrollvektors. 
 
Interleukin 16 reduziert nach Bindung an seinen Rezeptor CD4 die 
Promotoraktivit￿t der HIV-1 LTR, vermutlich ￿ber die Induktion eines Repressors 
des HIV-1-Core-Enhancers (Cruikshank et al., 2000). Intrazellul￿r exprimierte, 
einkettige Antik￿rperfragmente gegen Integrase (IN) bzw. Reverse Transkriptase 
(RT) von HIV-1 binden die entsprechenden Proteine im Zytoplasma und 
beeintr￿chtigen dadurch deren Funktion (Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen et al., 
1996). Das Hairpin-Ribozym HP-LTR-2 spaltet spezifisch am zweiten GUC-
Tiplet der HIV-1 LTR. Bei HH-POL-13 handelt es sich um ein Hammerhead-Ergebnisse 62 
 
Ribozym, das die HIV-1 RNA spezifisch am 13. GUC-Triplett im pol-
Leserahmen spaltet.  
 
Die verschiedenen inhibitorischen Gene lagen in unterschiedlichen 
Transfervektoren vor und wurden daher zun￿chst in den gleichen Transfervektor 
kloniert, um sie in einem einheitlichen System auf ihre Wirksamkeit zur Inhibition 
der HIV-1 Replikation vergleichen zu k￿nnen.  
 
3.2.1  Gentransfervektoren zur Inhibition der HIV-1 Replikation 
 
Zum Vergleich der oben aufgef￿hrten anti-HIV-Gene wurden diese in den 
retroviralen Expressionsvektor MgSLdelS kloniert, um sie anschlie￿end nach 
retroviralem Gentransfer in geeigneten T-Zellen auf ihre F￿higkeit zur Hemmung 
der HIV-1 Replikation zu untersuchen. Die cDNAs f￿r das α -IN- und α -RT-scFv 
sowie die Caspase-prozessierte, biologisch aktive Form des Interleukin-16 wurden 
￿ber EcoRI in MgSLdelS kloniert (Abb. 3.2.1). Die cDNAs f￿r die Ribozyme HP-
LTR-2 und HH-POL-13 lagen bereits in diesem Expressionsvektor vor (Christian 
Klebba, J. W. Goethe-Universit￿t, Frankfurt).  
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Abb. 3.2.1: Retrovirale Expressionsvektoren f￿r die verschiedenen HIV-1 
Inhibitoren. (A) Expressionsvektoren f￿r die scFv gegen HIV-1 Integrase (IN) bzw.  
Reverse Transkriptase (RT) und das Interleukin 16. Die Proteine werden von der 
ungespleissten RNA translatiert. (B) Expressionsvektor f￿r die anti-HIV-Ribozyme, die 
von der gespleissten RNA gebildet werden.  
 
 
Die IL-16 cDNA wurde aus dem retroviralen Expressionsvektor MSCV IL-16 neo 
(Frank Nocken, Paul-Ehrlich Institut) amplifiziert. Da Interleukin 16 nur in CD8-
positiven
 Lymphozyten intrazellul￿r durch die Caspase 3 gespalten und dadurch in 
die aktive Form ￿berf￿hrt wird, wurde f￿r den Gentransfer in CD4-positive T-Ergebnisse 63 
 
Zellen ein Expressionsvektor kloniert, der bereits f￿r die prozessierte Form des 
Proteins kodiert. Die cDNA der scFv gegen die HIV-1 IN bzw. RT wurde aus den 
Vektoren pSLX CMV anti-IN33 bzw. pSLX CMV anti-RT sFv3 (Roger 
Pomerantz, Thomas Jefferson University, Philadelphia) amplifiziert. ￿ber die 
Oligonukleotide wurden jeweils 5· und 3· EcoRI Schnittstellen eingef￿gt, um die 
amplifizierten cDNAs ￿ber EcoRI in den EcoRI-geschnittenen MgSLdelS zu 
klonieren (Abb. 3.2.1 A).  
 
3.2.2  Generierung von [MLV(GaLV)]-Vektoren zum Gentransfer der 
HIV-1 inhibitorischen Gene in T-Zelllinien 
 
Das Potential der einzelnen Inhibitoren zur Hemmung der HIV-1 Replikation 
sollte nach Gentransfer in T-Zellen und anschlie￿ender HIV-Infektion dieser 
Zellen verglichen werden. F￿r den Gentransfer der HIV-Inhibitoren in T-Zellen 
wurden [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren mit den entsprechenden Inhibitor-
kodierenden Transfervektoren generiert. Die Herstellung stabiler 
Verpackungszelllinien f￿r [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren (Abb. 3.2.2) war in 
diesem Fall einfacher als die Herstellung von [MLV(HIV-1)]-
Verpackungszelllinien, da eine Transfervektor-negative, GaLV-env- und MLV-
gag/pol-positive Zelllinie PG13 vorhanden war, eine entsprechende 
Transfervektor-negative Verpackungszelllinie f￿r [MLV(HIV-1)]-Vektoren 
jedoch nicht vorlag.  
Da die Transfektion von PG13-Zellen mit den Transfervektor-Plasmiden relativ 
ineffizient war, wurden [MLV(VSV)]-Vektoren generiert, welche die 
Expressionsvektoren f￿r IL-16, α -IN-scFv und α -RT-scFv (Tab. 3.2.1) 
￿bertrugen. Hierzu wurde die MLV-gag/pol-positive Zelllinie Phoenix-gp mit 
Plasmid pMD-G, das f￿r das VSV-G-Protein kodiert, und den jeweiligen 
Inhibitor-Expressionsvektoren transfiziert. Die so generierten [MLV(VSV)]-
Vektoren wurden zur Transduktion von PG13-Zellen eingesetzt, wodurch 50-
70  % Transfervektor-positive PG13-Verpackungszellkulturen entstanden, die 
durch die Transduktion anstelle der Transfektion den Transfervektor direkt ins 
Genom integriert hatten. Durch magnetische Zellsortierung wurden diese 
Mischkulturen ￿ber den Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR auf eine Reinheit von 95-
98 % Markergen-exprimierender Zellen angereichert. Der Vektortiter dieser Ergebnisse 64 
 
[MLV(GaLV)]-Verpackungszelllinien wurde auf GHOST-Zellen bestimmt und 
lag zwischen 5 x 10
5 und 1 x 10
6 i.E. / ml.  
F￿r die Ribozyme HP-LTR-2 und HH-POL-13 wurden von Stefan Klein 
(Universit￿tsklinikum der Johann Wolfgang Goethe-Universit￿t, Frankfurt) 
Verpackungszellen f￿r [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren zur Verf￿gung gestellt, 
die bereits den jeweiligen von MgSLdelS abgeleiteten Expressionsvektor 
enthielten und ebenfalls von der Zelllinie PG13 abgeleitet sind.  
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Abb. 3.2.2: Schematische Darstellung der [MLV(GaLV)]-Verpackungszellen, welche 
die einzelnen HIV-1 Inhibitoren auf dem Transfervektor kodieren. Angegeben ist der 
Transfervektor f￿r IL-16, α -IN-scFv bzw. α -RT-scFv (vgl. Abb. 3.2.1) 
 
 
3.2.3  Herstellung von Inhibitor-exprimierenden T-Zelllinien 
 
Die vektorhaltigen Zellkultur￿berst￿nde der einzelnen Verpackungszellen wurden 
zur Etablierung Inhibitor-positiver T-Zelllinien verwendet. Als Modellsystem 
wurde die f￿r CXCR4-trope HIV-1 St￿mme suszeptible T-Zelllinie SupT1 
verwendet. Mit dieser Zelllinie wurden auch die publizierten Inhibitionsstudien 
der α -IN- und α -RT-scFv publiziert (Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen et al., 
1996). Um die einzelnen potentiellen Inhibitoren miteinander zu vergleichen, 
wurden SupT1-Zellen mittels anti-HIV-Gen ￿bertragender [MLV(GaLV)]-
Pseudotypvektoren transduziert und zwei Tage sp￿ter durch F￿rbung des 
Oberfl￿chenmarkers ∆ LNGFR und anschlie￿ende magnetische Zellsortierung auf 
eine Reinheit von 95-98 % transduzierte Zellen angereichert.  
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3.2.4  Vergleich der Inhibitor- und ∆ LNGFR-Expressionsst￿rke 
 
F￿r den Expressionsvektor des HP-LTR-2 Ribozyms (Mg HP-LTR-2 ∆ LNGFR, 
Abb. 3.2.1 B) ist gezeigt worden, dass die Expressionsst￿rke des Markers 
∆ LNGFR auf der Zelloberfl￿che mit der intrazellul￿ren Ribozymmenge korreliert 
(Klebba et al., 2000). In diesem Vektor werden sowohl das Ribozym als auch der 
Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR von der gespleissten mRNA exprimiert. Zellen mit 
hoher ∆ LNGFR- und Ribozymexpression zeigten in HIV-1 Infektionsversuchen 
eine st￿rkere Inhibition der Virusreplikation.  
In den Expressionsvektoren f￿r die α -IN-scFv, α -RT-scFv und das IL-16 wird der 
Inhibitor von der ungespleissten mRNA translatiert, ∆ LNGFR von der einfach 
gespleissten mRNA (Abb. 3.2.1 A). Es sollte untersucht werden, ob auch f￿r die 
IL-16- und scFv-Konstrukte eine Korrelation zwischen Transgen- und ∆ LNGFR-
Expression vorliegt. Der im ersten Teil der Arbeit verwendete EGFP-
Expressionsvektor Mg EGFP ∆ LNGFR ist analog zu den Inhibitorkonstrukten 
aufgebaut; die egfp-cDNA wurde EcoRI / EcoRI in MgSLdelS kloniert. Da sich 
EGFP leicht im FACS nachweisen l￿￿t, wurde anhand dieses analog zu den 
Inhibitorkonstrukten aufgebauten Vektors untersucht, ob eine Korrelation der 
Expressionsst￿rke von Transgen und dem Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR vorliegt. 
Die T-Zelllinie A3.01 CCR5 wurde mit [MLV(GaLV)]-Vektoren transduziert, die 
den Expressionsvektor MgEGFP ∆ LNGFR ￿bertragen. Die transduzierten Zellen 
wurden im FACS parallel auf die ∆ LNGFR- und die EGFP-Expression hin 
untersucht (Abb. 3.2.3).  
Die Abbildung 3.2.3 zeigt die FACS-Analyse der MgEGFP ∆ LNGFR-positiven 
A3.01 CCR5-Zellen auf EGFP und ∆ LNGFR (B). Abb. 3.2.3 A zeigt die 
Negativkontrolle ohne ∆ LNGFR-F￿rbung.  Ergebnisse 66 
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Abb. 3.2.3: Korrelation der Expressionsst￿rke beider Markergene im MgEGFP 
∆ LNGFR.  Der Dot-Plot zeigt A3.01 CCR5 T-Zellen, die den MgEGFP ∆ LNGFR-
Transfervektor tragen. Die Zellen wurden ungef￿rbt (A) bzw. mit einem unkonjugierten 
anti-NGFR-Erstantik￿rper und einem PE-konjugierten Zweitantik￿rper auf den 
Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR gef￿rbt (B).   
 
Die Daten zeigten eine lineare Korrelation zwischen der Exressionsst￿rke des 
Transgens und der Expressionsst￿rke des Oberfl￿chenmarkers ∆ LNGFR. Je mehr 
∆ LNGFR auf der Oberfl￿che der Zellen nachweisbar war (Abb. 3.2.3 B, y-
Achse), desto st￿rker war auch die EGFP-Fluoreszenzintensit￿t (x-Achse). Dabei 
war f￿r EGFP im FACS eine niedrigere Detektionsgrenze im Vergleich zu 
∆ LNGFR zu beobachten (Rechtsverschiebung der positiven Population in Abb. 
3.2.3 B). Nach diesem Ergebnis konnte davon ausgegangen werden, dass die 
SupT1 Inhibitorkulturen, die ∆ LNGFR von den MgSLdelS-abgeleiteten 
Transfervektoren exprimieren, auch das Transgen und damit den Inhibitor 
exprimieren. 
 
3.2.5  HIV-1 Infektion der Inhibitor-exprimierenden SupT1-Kulturen 
 
Um die Inhibitor-positiven SupT1-Zellen auf eine Resistenz gegen￿ber HIV-1 zu 
untersuchen, wurden Infektionsversuche durchgef￿hrt. Je 1,5 x 10
6 Zellen der 
Linien SupT1, SupT1-LCo und der einzelnen SupT1-Inhibitorlinien (Auflistung 
der Inhibitoren s. Tab. 3.2.1) wurden mit einer m.o.i von 0,01 mit HIV-1NL4-3 
infiziert. Die Zellen wurden f￿r drei Stunden mit dem Virus￿berstand inkubiert 
und anschlie￿end dreimal mit frischem RPMI-Medium gewaschen. Der Ansatz 
wurde auf drei Replikate verteilt.  Ergebnisse 67 
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Abb. 3.2.4: Versuchsablauf zur Messung der HIV-Inhibition in den Inhibitor-
positiven SupT1-Kulturen. Die Infektion der verschiedenen Inhibitor-Kulturen erfolgte 
in je einem Ansatz, der anschlie￿end in drei Replikate aufgeteilt wurde. Alle drei Tage 
wurden Proben f￿r eine Konzentrationsbestimmung des HIV-1 Kapsidproteins p24 
abgenommen.  
 
Alle drei Tage erfolgte ein Halbmediumwechsel, wobei der abgenommene 
￿berstand zur sp￿teren Konzentrationsbestimmung des HIV-1 Kapsidproteins p24 
bei ￿80￿C eingefroren wurde (Abb. 3.2.4). ￿ber 17 bzw. 18 Tage wurde die p24-
Konzentration im ￿berstand gemessen. Aus drei Replikaten jeder Inhibitorkultur 
wurde der Mittelwert errechnet und graphisch dargestellt (Abb. 3.2.5). Die 
Konzentration des HIV-1 Kapsidproteins p24 ist als Marker f￿r die HIV-1 
Replikation anerkannt. Ausserdem wurden die Zellen lichtmikroskopisch auf die 
Bildung von Synzytien als Indiz f￿r eine Virusreplikation untersucht (Kap. 3.2.8).  Ergebnisse 68 
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Abb. 3.2.5: Verlauf der p24-Konzentration im ￿berstand der HIV-1NL4-3 infizierten 
SupT1 Kulturen. Dargestellt ist der Mittelwert der p24-Konzentration aus drei 
Replikaten. Blau: SupT1 Zellen ohne Expressionsvektor, gr￿n: SupT1 Zellen mit 
Kontrollvektor ohne Inhibitor (LCo), rot: einzelne SupT1-Inhibitorkulturen: A: LCo, B: 
IL-16, C: α -IN-scFv, D: α -RT-scFv, E: HP-LTR-2, F: HH-POL-13.  
 
Bei den SupT1-Linien, die einen Inhibitor-kodierenden Expressionsvektor 
enthielten, war eine unterschiedlich starke Verz￿gerung der HIV-1 Replikation im 
Vergleich zu den Kontrolllinien SupT1 und SupT1-LCo zu erkennen (Abb. 3.2.5). 
W￿hrend in den IL-16- und α -IN-scFv-exprimierenden SupT1-Kulturen die p24-
Konzentration vergleichbar mit der p24-Konzentration in den SupT1 LCo-
Kulturen anstieg, lag die maximal erreichte p24-Konzentration im ￿berstand der 
α -RT-scFv exprimierenden SupT1-Zellen um mehr als zwei Gr￿￿enordnungen 
niedriger (Abb. 3.2.5). Bei den SupT1 HH-POL-13 Kulturen war eine geringe 
Verz￿gerung der Replikation um maximal einen Tag zu erkennen, die p24-Werte 
stiegen jedoch an Tag 15 auf den Wert der Kontrollzellen an (Abb. 3.2.5, F). Im 
Gegensatz dazu lag die p24-Konzentration im ￿berstand der SupT1 HP-LTR-2 Ergebnisse 69 
 
Zellen w￿hrend des gesamten Verlaufs der Infektionskinetik deutlich unter dem 
Wert der Kontrollzellen und sank an Tag 14 nach Infektion auf null ab (Abb. 
3.2.5, E). Im Mikroskop war jedoch zu erkennen, dass die SupT1 LTR 2-Zellen 
abgestorben waren.  
Nur drei Inhibitorlinien zeigten somit eine st￿rkere Inhibition als die Kontrolllinie 
SupT1-LCo. Es gelang jedoch mit keinem der Inhibitoren, eine komplette 
Hemmung der HIV-1 Replikation bei Erhalt der Zellviabilit￿t zu erzielen.  
 
3.2.6  Sortierung hochexprimierender SupT1-Inhibitorkulturen 
 
Um zu untersuchen, ob die Expression des Transfervektors in den T-Zellen zu 
niedrig war, um eine Inhibition der HIV-1 Replikation zu gew￿hrleisten, wurden 
die einzelnen SupT1-Kulturen auf den Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR gef￿rbt und 
im FACS auf die Expressionsst￿rke untersucht. 
Es war zu erkennen, dass die Expressionsst￿rke des Markers auf den einzelnen 
Inhibitorlinien sehr stark schwankten (Abb. 3.2.6) 
 
FL1 - ∆ LNGFR FL1 - ∆ LNGFR
 
 
Abb. 3.2.6: ∆ LNGFR-Expression der SupT1-Inhibitorkulturen. In rot ist die 
Negativkontrolle dargestellt (SupT1 ohne Inhibitor). Gr￿n: SupT1 IL-16, blau: SupT1 α -
IN-scFv, t￿rkis: SupT1 α -RT-scFv, lila: SupT1 HP-LTR-2, orange: SupT1 HH-POL-13, 
schwarz: SupT1 LCo.   
 
Die st￿rkste Expression zeigten die Ribozym-exprimierenden Zellen und die 
Zellen mit dem Leerkontrollvektor. Diese Expressionsvektoren kodieren zwischen Ergebnisse 70 
 
Spleissdonor und -akzeptor kein Protein (Abb. 3.2.1.B). Die ∆ LNGFR-Expression 
der anderen Inhibitor-positiven SupT1-Kulturen war signifikant niedriger.  
 
Da eine h￿here Expression der Inhibitoren zu einer besseren Inhibition der HIV-1 
Replikation f￿hren k￿nnte und eine h￿here ∆ LNGFR-Expression mit der 
Expressionsst￿rke des zwischen Spleissdonor und -akzeptor kodierten Transgens 
zu korrelieren schien (Abb. 3.2.3), wurden die SupT1-Kulturen auf stark 
∆ LNGFR-exprimierende Zellen sortiert. Die Sortierung erfolgte nach F￿rbung auf 
∆ LNGFR an einem MoFlo-High Speed Sorter und wurde von Fr. Atzberger 
(EMBL, Heidelberg) durchgef￿hrt. Drei Tage nach der Sortierung wurden die 
Zellen durchflusszytometrisch auf die ∆ LNGFR-Expression hin untersucht und 
mit den Transgen-positiven Zellen vor der Sortierung verglichen (Abb. 3.2.7). 
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Abb. 3.2.7: ∆ LNGFR-Expression in den SupT1 Inhibitorkulturen vor und nach der 
Sortierung. Rot: SupT1-Zellen ohne Transfervektor, schwarz: SupT1-Inhibitorkulturen 
vor der Sortierung, gr￿n: nach der Sortierung. Die Verschiebung des Peaks zu h￿heren 
Fluoreszenzintensit￿ten auf der x-Achse zeigt eine st￿rkere ∆ LNGFR-Expression.  
 
Die Fluoreszenzintensit￿t war bei allen Zellen nach der Sortierung (Abb. 3.2.7, 
gr￿ner Peak) h￿her als vor der Sortierung (schwarzer Peak). Die Ribozym-
exprimierenden und Kontrollvektor-positiven Zellen zeigten weiterhin die st￿rkste Ergebnisse 71 
 
∆ LNGFR-Expression. Die ∆ LNGFR-Expressionsst￿rke der α -IN- und α -RT-scFv 
und des IL-16 exprimierenden SupT1-Zellen liegen in einem vergleichbaren 
Bereich (Mittlere Fluoresnzenzintensit￿t von 10
2 - 10
3
 ).  
3.2.7  HIV-1 Infektion der sortierten, hochexprimierenden SupT1-
Inhibitorkulturen 
 
Um zu untersuchen, ob die auf hohe ∆ LNGFR-Expression sortierten SupT1-
Kulturen eine st￿rkere Inhibition der HIV-1 Replikation erm￿glichen, wurde eine 
Infektionskinetik analog der der unsortierten Kulturen durchgef￿hrt. Neben dem 
bisher verwendeten Virusstamm NL4-3 wurden die Zellen in einem getrennten 
Ansatz mit einem weiteren HIV-1 Isolat, HIV-1IIIB, infiziert.  
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Abb. 3.2.8: Verlauf der p24-Konzentration in den sortierten, HIV-1NL4-3 infizierten 
SupT1-Inhibitorkulturen.  Dargestellt ist der Mittelwert der p24-Konzentration aus drei 
Replikaten in den Inhibitor-positiven (rot) im Vergleich zu den Kontrolllinien SupT1 
(blau) und SupT1 LCo (gr￿n). A: LCo, B: IL-16, C: α -IN-scFv, D: α -RT-scFv, E: HP-
LTR-2, F: HH-POL-13.  
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Keine der Inhibitor-positiven SupT1-Kulturen zeigte im Vergleich zu den SupT1-
Zellen ohne Transfervektor und der SupT1 LCo Kultur eine Inhibition der HIV-
Replikation (Abb. 3.2.8). Lediglich in der SupT1 HP-LTR-2 Kultur lag das 
Maximum der p24-Konzentration etwa eine Gr￿￿enordnung unter den Werten der 
Kontrollen. Am Tag 18 nach Infektion wurden jedoch wieder ￿hnliche p24-Werte 
wie in den Kontrollen erreicht. Die SupT1 HP-LTR-2 Zellen proliferierten in 
diesem Experiment zwar langsamer als die anderen Kulturen, im Vergleich zum 
ersten Infektionsversuch starben sie jedoch nicht ab.  
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Abb. 3.2.9: Verlauf der p24-Konzentration in sortierten, HIV-1IIIB infizierten 
SupT1-Inhibitorkulturen. Die Werte der einzelnen transfervektor-positiven Kulturen 
(rot) und der untransduzierten SupT1 Kulturen (blau) sind Mittelwerte aus drei 
Replikaten. A: LCo, B: IL-16, C: α -IN-scFv, D: α -RT-scFv, E: HP-LTR-2, F: HH-POL-
13.  
 
Bei der Infektion der Inhibitorkulturen mit dem HIV-1 Isolat IIIB ist nur bei den 
HP-LTR-2 Ribozym-exprimierenden SupT1-Zellen eine Verz￿gerung der 
Replikation erkennbar (Abb. 3.2.9 E). Bis 15 Tage nach der Infektion war nur in Ergebnisse 73 
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einem der drei Replikate p24-Protein im ELISA nachweisbar. Nach drei weiteren 
Tagen stieg auch in diesen Replikaten die  p24-Konzentration an. Im dritten 
Replikat war die p24-Konzentration im Mittel achtfach niedriger als in den 
Kontrollen. 
 
3.2.8  Mikroskopische Untersuchung der infizierten Zellen 
 
Die Betrachtung der infizierten Zellen unter dem Mikroskop (Abb. 3.2.10) zeigte, 
dass die Zahl der Synzytien in den einzelnen Kulturen sehr unterschiedlich war, 
obwohl die p24-Werte im ￿berstand aller Kulturen mit Ausnahme der SupT1 HP-
LTR-2 Zellen ￿hnlich hoch waren (Abb. 3.2.9). 
 
Abb. 3.2.10: Infizierte SupT1 Inhibitorkulturen 12 Tage nach Infektion. 
Die Fotos zeigen infizierte Zellen der HIV-1IIIB-Infektionskinetik sortierter SupT1-
Inhibitorkulturen in 10-facher Vergr￿￿erung. 
 
Bei den SupT1-Zellen ohne Expressionsvektor (A) sind zu diesem Zeitpunkt fast 
alle Zellen abgestorben. In den SupT1-LCo, -IL-16 und -α -IN-scFv Kulturen war 
die Zahl der Synzytien relativ gro￿, es waren jedoch im Gegensatz zu den SupT1-
Zellen ohne Expressionsvektor mehr viable Zellen vorhanden. In der SupT1-α RT-Ergebnisse 74 
 
scFv Kultur war die Synzytienzahl niedriger als in den Kulturen, die den LCo-
Vektor, IL-16 und das α -IN-scFv exprimierten. In der SupT1 Kultur, die das HH-
POL-13 Ribozym exprimierte, war die Synzytienzahl geringer, zudem waren die 
vorhandenen Synzytien kleiner. Die geringsten zytopathischen Effekte waren in 
der HP-LTR-2 Kultur zu beobachten. In zwei von drei Replikaten waren kaum 
Synzytien zu sehen, eines dieser Replikate ist in Abb. 3.2.10 dargestellt. In diesen 
Kulturen waren auch die p24-Konzentrationen niedriger als in den Kontroll- bzw. 
anderen Inhibitorkulturen. Zw￿lf Tage nach der Infektion lag der Mittelwert der 
p24-Konzentration um zwei Gr￿￿enordnungen niedriger als in den SupT1-Zellen 
ohne Expressionsvektor (Abb. 3.2.9). Die HP-LTR-2 exprimierenden Zellen 
zeigten zudem eine verlangsamte Proliferation im Vergleich zu allen anderen 
untersuchten Kulturen.  
 
 
Zusammenfassend zeigte keiner der untersuchten Inhibitoren eine komplette 
Hemmung der HIV-1 Replikation. Die mit den Antik￿rperfragmenten gegen 
Integrase und Reverse Transkriptase publizierte Hemmung um 3-4 
Gr￿￿enordnungen, bezogen auf die p24-Konzentration im ￿berstand, konnte nicht 
reproduziert werden. Den gr￿ssten Effekt zeigte das Hairpin-Ribozym gegen die 
5· LTR (HP-LTR-2), wobei die Zellen, die dieses Ribozym exprimierten, in der 
Infektionskinetik eine verlangsamte Zellproliferation zeigten und in einem Ansatz 
abstarben. Die Sortierung der Kulturen auf hoch vektorexprimierende Zellen 
bewirkte keine st￿rkere Inhibition der HIV-Replikation.  
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4 DISKUSSION 
 
4.1 GENTRANSFER IN HUMANE PRIM˜RE T-ZELLEN MITTELS 
[MLV(HIV)]-VEKTOREN 
 
 
Eine notwendige Voraussetzung f￿r viele gentherapeutische Ans￿tze CD4-
zellassoziierter Erkrankungen wie z. B. AIDS ist der effiziente Gentransfer in die 
CD4-positive Population peripherer Lymphozyten. Bei einer unspezifischen 
Transduktion aller Lymphozytenpopulationen, z. B. bei Verwendung herk￿m-
mlicher [MLV(aMLV)]- oder [MLV(GaLV)]-Vektoren, ist eine Aufreinigung der 
CD4-positiven Zellen vor bzw. nach der Transduktion erforderlich. MLV-
Vektoren, die mit dem HIV-1 H￿llprotein pseudotypisiert sind, und daher als 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren bezeichnet werden, transduzieren spezifisch CD4-
exprimierende Zellen (Schnierle und Stitz et al., 1997). Hierbei kann die 
Aufreinigung der CD4-Lymphozyten entfallen, weil nur die CD4-positiven Zellen 
eines Zellgemisches transduziert werden. Dies hat den weiteren Vorteil, dass z.B. 
f￿r eine Gentherapie der HIV-1 Infektion w￿hrend der ex-vivo Kultivierung die 
CD8-positiven Lymphozyten, die ￿ber die Aussch￿ttung von Cytokinen eine 
hemmende Wirkung auf die Virusreplikation haben, anwesend sind.   
Im Rahmen dieser Arbeit sollte der spezifische Gentransfer mit CD4/CCR5- und 
CD4/CXCR4-tropen [MLV(HIV-1)]-Vektoren in CD4-positive Zellen genauer 
charakterisiert und optimiert werden, um die Grundlage f￿r ex-vivo Anwendungen 
solcher Vektoren zu verbessern.  
Neben einem effizienten Gentransfer in die Zielzellen des Virus sind 
therapeutische Gene erforderlich, welche die Replikation des Virus effizient 
unterdr￿cken. Im zweiten Teil der Arbeit sollten daher verschiedene potentielle 
HIV-1-Inhibitorgene bez￿glich der Hemmung der HIV-1-Replikation in der 
Zellkultur verglichen werden, um die effizientesten Inhibitorgene zu 
identifizieren.  
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4.1.1  Entwicklung neuer [MLV(HIV-1CCR5)]- und [MLV(GaLV)]- 
Verpackungszellen 
 
Um die Spezifit￿t der [MLV(HIV-1)]- und [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren f￿r 
CD4/CXCR4- und CD4/CCR5-positive T-Zellen untersuchen zu k￿nnen, wurden 
Vektoren etabliert, die das f￿r das Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) 
kodierende Transgen ￿bertragen. Dies erm￿glichte sp￿ter die gleichzeitige 
Analyse der transduzierten prim￿ren Lymphozyten hinsichtlich der Bildung ihrer 
zelltypspezifischen Oberfl￿chenmarker und der Expression des Transgens. 
 
Eine stabile [MLV(HIV-1CCR5)]-Verpackungszelllinie wurde durch Transfektion 
der  env-negativen, Transfervektor- und MLVgag/pol-positiven Zelllinie 
TECeB15 EGFP mit dem HIV-Env-Expressionskonstrukt Tr712 MBK generiert. 
In diesem von HIV-1BH10 abgeleiteten Konstrukt ist die f￿r die V3-Region 
kodierende Sequenz gegen die entsprechende Region des CCR5-tropen HIV-1MBK 
ausgetauscht (M￿ller, 1999). Um eine stabile, hochtitrige Verpackungszelllinie zu 
etablieren, war eine Einzelzellklonierung notwendig. Die Expression des 
H￿llproteins in den einzelnen Zellklonen korrelierte unerwarteterweise nicht mit 
dem erzielten Vektortiter, vielmehr produzierte der Verpackungszellklon (R5#96), 
der eine eher schwache HIV-Env Expression zeigte, den h￿chsten Titer von 2 x 
10
5 i.E. / ml. Eine Erkl￿rung f￿r dieses Ph￿nomen k￿nnte die von Hill et al. 
(1993) beschriebene zytotoxische Wirkung von HIV-1 gp120 auf Neuronen in 
vitro sein, da die hier verwendete Zelllinie TECeB15 von einem humanen 
Rhabdomyosarkom, einem Tumor des R￿ckenmarks, abgeleitet ist. Optimierte 
Verpackungszellen k￿nnten daher in Zukunft m￿glicherweise auf der Basis 
anderer humaner Zelllinien nicht-neuronalen Ursprungs hergestellt werden.  
   
F￿r die Herstellung einer [MLV(GaLV)]-Verpackungszelllinie wurden PG13-
Zellen verwendet. Diese enthielten bereits ein psi-negatives GaLV-env und ein 
psi-negatives MLV-gag/pol Expressionskonstrukt, so dass durch Transduktion mit 
transient hergestellten [MLV(MLV10A1)]-Vektoren, die den psi-positiven 
MgEGFP  ∆ LNGFR-Transfervektor ￿bertrugen, Verpackungszellen generiert 
werden konnten, bei welchen der Transfervektor stabil chromosomal integriert 
vorlag. Durch Heraussortierung ∆ LNGFR-positiver Zellen konnten anschlie￿end Diskussion 77 
 
transfervektorpositive Zellen in der Kultur angereichert werden, wodurch ein 
Vektortiter von 6,5 x 10
6 i.E./ml erzielt wurde. Der im Vergleich zu den 
[MLV(HIV-1)]-Verpackungszellen um etwa eine Gr￿￿enordnung h￿here native 
Titer kann durch die unterschiedlichen H￿llproteine und die Verwendung 
unterschiedlicher Ausgangszelllinien bedingt sein.  
 
4.1.2  Steigerung des Vektortiters durch Ultrazentrifugation 
 
Durch Zugabe von Natriumbutyrat, einem allgemeinen Transkriptionsaktivator 
(Boosalis et al., 2001), der u.a. auch eine Stabilisierung der Volll￿ngen-Vektor-
RNA bewirkt (Olsen und Sechelski, 1995), zu den Verpackungszellen vor der 
Vektorernte und nach anschlie￿ender Konzentrierung der Pseudotypvektoren aus 
dem Zellkultur￿berstand mittels Ultrazentrifugation konnten die [MLV(HIV-1)]- 
Vektortiter weiter gesteigert werden. F￿r CXCR4- und CCR5-trope 
Pseudotypvektoren konnten bei 230-facher Volumenreduktion Titer bis zu 2 x 10
7 
i. E. / ml erzielt werden. Die Vektorausbeute, gemessen am erhaltenen Titer, lag 
jedoch nur bei etwa 15 %. Ein Grund f￿r die geringe Vektorausbeute k￿nnte der 
physikalische Stress sein, der w￿hrend der Ultrazentrifugation auf die 
Vektorpartikel einwirkt, und zur Zerst￿rung der Infekti￿sit￿t eines Teils der 
Vektorpartikel f￿hren kann (Powell et al., 2000). Im Vergleich zu den 
[MLV(HIV-1)]-Pseudotypvektoren konnten jedoch [MLV(SIVagm)]-Vektoren, 
die mit trunkierten H￿llproteinen des simianen Immundefizienzvirus der 
Afrikanischen Gr￿nen Meerkatze (SIVagm) pseudotypisiert wurden, nach 
Ultrazentrifugation Vektortiter bis zu 10
8 i.E./ml mit einer Wiedergewinnungsrate 
von ca. 40 % erzielt werden (Steidl, 2001). Der [MLV(GaLV)]-Vektortiter konnte 
durch Ultrazentrifugation nicht wesentlich gesteigert werden. Ein Grund f￿r diese 
Beobachtung k￿nnte eine geringe Stabilit￿t bzw. h￿here Sensitivit￿t gegen 
physikalischen Stress von GaLV-Pseudotypvektoren im Vergleich zu 
[MLV(HIV-1)]- und [MLV(SIVagm)]-Vektorpartikeln sein.  
 
Zur Produktion ausreichender Vektormengen f￿r eine klinische Anwendung ist 
die Entwicklung noch effizienterer Konzentrationsmethoden notwendig. Bei ex- 
vivo  Gentherapieversuchen an Rhesus-Affen (Macaca mulatta) wurde eine 
Anzahl endogen vorhandener CD4-positiver T-Zellen (etwa 10
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Zellen reinfundiert (Bunnell et al., 1997). Eine weitere Erh￿hung des Vektortiters 
k￿nnte durch verbesserte Kulturbedingungen der Verpackungszellen w￿hrend der 
Vektorernte, z.B. in verbesserten Zellkulturmedien oder bei niedrigerer 
Temperaturen und eine dadurch erh￿hte Stabilit￿t der Vektoren erzielt werden 
(McTaggart et al., 2000).  
 
4.1.3  Korezeptor-Tropismus der [MLV(HIV-1)]-Vektoren im 
Vergleich zu [MLV(GaLV)]-Vektoren 
 
Durch Titration der [MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren auf 
GHOST-Zellen, die entweder nur CD4 oder CD4 und einen der Korezeptoren 
CXCR4 oder CCR5 exprimieren, konnte die Korezeptorspezifit￿t der 
[MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren best￿tigt werden. Hierbei 
zeigten die f￿r EGFP kodierenden [MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(HIV-1CCR5)]-
Vektoren einen h￿heren unspezifischen Titer auf den GHOST CCR5- bzw. 
GHOST CXCR4-Zellen, verglichen mit den entsprechenden f￿r β -Gal 
kodierenden Vektoren (Abb. 3.1.2 und 3.1.6). Die geringe Hintergrund-
Transduktion von GHOST CCR5-Zellen durch [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren 
kann durch die CXCR4-Hintergrundexpression der GHOST-Zellen, die weniger 
als 10 % der CXCR4-Expression der GHOST CXCR4-Zellen entspricht, erkl￿rt 
werden (Edinger et al., 1997, Polzer et al., 2001). W￿hrend jedoch β -Gal-
kodierende [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren keinen Hintergrund auf GHOST 
CXCR4-Zellen zeigten, war dies bei den EGFP-kodierenden Vektoren der Fall. 
Dies ist wahrscheinlich darauf zur￿ckzuf￿hren, dass GHOST-Zellen ein HIV-1 
Tat-induzierbares GFP-Expressionskonstrukt enthalten. Auch ohne das 
Vorhandensein von Tat zeigten diese Zellen eine erh￿hte Eigenfluoreszenz, die 
durch eine geringe basale GFP-Expression erkl￿rbar sein k￿nnte. Diese 
Eigenfluoreszenz machte eine Analyse der transduzierten Zellen auf EGFP 
unm￿glich, beeintr￿chtigte jedoch auch die durchflusszytometrische Analyse der 
Zellen bez￿glich der Expression des Oberfl￿chenmarkers ∆ LNGFR. Grund 
hierf￿r ist die ￿berlappung des EGFP-Spektrums mit dem Spektrum der 
Farbstoffe, die an die Antik￿rper zur ∆ LNGFR-Detektion konjugiert sind. Im 
Gegensatz zur durchflusszytometrischen Analyse hat die Hintergrundfluoreszenz 
in den GHOST Zellen auf die Detektion von β -Gal im X-Gal-Test keinen Einflu￿. Diskussion 79 
 
Daher wurden zur Titration der Vektorstocks f￿r die Versuche zur Optimierung 
der PBMC-Transduktion statt der GHOST-Zellen die CXCR4- und CCR5-
positive T-Zelllinie A3.01 CCR5 verwendet, die kein GFP-Expressionskonstrukt 
enth￿lt.  
 
4.1.4  Gentransfer in prim￿re humane CD4-positive PBL mittels 
[MLV(HIV)] und [MLV(GaLV)] Vektoren 
4.1.4.1  Rezeptorexpression auf PBL unter Stimulation 
 
Um die optimalen Bedingungen zur PBL-Transduktion mittels 
[MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren zu definieren, wurde das 
Expressionsmuster von CD4, CXCR4 und CCR5 bei unterschiedlich langer 
Stimulierung mit PHA untersucht. Ziel war es, die Zellen so zu stimulieren, dass 
die CD4- und Korezeptorexpression auf den stimulierten Zellen m￿glichst genau 
dem Expressionsmuster im Vollblut entsprach. Die Ergebnisse zeigten, dass dies 
bei 24-st￿ndiger Stimulation mit PHA/IL-2-Medium und anschlie￿ender 48-
st￿ndiger Kultivierung in IL-2-haltigem Medium in Abwesenheit von PHA 
gegeben war. W￿hrend bei einer 72-st￿ndigen Stimulation mit PHA und IL-2 eine 
starke Abnahme des CD4/CD8-Verh￿ltnisses und ein fast vollst￿ndiger Verlust 
der CCR5-Expression auf den CD4-positiven Lymphozyten zu beobachten war, 
sank das CD4/CD8-Verh￿ltnis bei nur 24-st￿ndiger PHA/IL-2 Stimulation mit 
anschlie￿ender Kultivierung in IL-2 Medium weniger stark ab. Auch die CCR5-
Expression auf den CD4-positiven Lymphozyten blieb unter diesen Bedingungen 
relativ konstant. Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 ver￿nderte sich 
im Vergleich zur Situation im Vollblut bei nur 24-st￿ndiger PHA-Stimulation 
weniger stark als bei  72-st￿ndiger Stimulation.  
 
Das Absinken der CD4/CD8-Ratio kann dadurch erkl￿rt werden, dass CD8-
positive Lymphozyten bei PHA-Stimulation fr￿her zu proliferieren beginnen als 
CD4-positive Lymphozyten und sich dadurch das Verh￿ltnis zu Gunsten der CD8-
positiven Lymphozyten verschiebt (Movassagh et al., 2000). Eine k￿rzere Dauer 
der PHA/IL-2 Stimulation k￿nnte diesen Effekt geringer ausfallen lassen, was die 
Beobachtung bei nur 24-st￿ndiger PHA/IL-2 Stimulation erkl￿ren k￿nnte.  
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F￿r den Chemokinrezeptor CCR5 ist beschrieben, dass die Expression auf 
prim￿ren Lymphozyten in Anwesenheit von IL-2 zunimmt, ein Effekt, dem PHA 
entgegenwirkt (Bleul et al., 1997, Wei￿mann et al., 2000). Dieser Effekt kann der 
Grund f￿r die Beobachtungen bei unterschiedlich langer PHA-Stimulation sein. 
Im Gegensatz zu CCR5 steigt die CXCR4-Expression sowohl in IL-2 Medium als 
auch in IL-2 Medium mit PHA. Das Ansteigen der CXCR4-Expression bei IL-2 
bzw. PHA-Exposition prim￿rer Lymphozyten ist ebenfalls bereits in der Literatur 
beschrieben worden (Bleul et al., 1997).  
 
4.1.4.2  CD4- und Korezeptor-spezifischer Gentransfer in PBL 
 
Durch Transduktion prim￿rer T-Zellen mit den drei verschiedenen Pseudotyp-
vektoren und anschlie￿ender CD4-F￿rbung der transduzierten Zellen konnte 
gezeigt werden, dass [MLV(HIV-1CXCR4)]- und [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren 
spezifisch die CD4-positive Fraktion prim￿rer Lymphozyten transduzierten, 
w￿hrend die [MLV(GaLV)]-Vektoren sowohl CD4-positive als auch CD4-
negative Zellen transduzierten (Abb. 3.1.9). Bei einer ausreichend hohen 
Gentransfereffizienz der [MLV(HIV-1)]-Vektoren haben diese somit gegen￿ber 
[MLV(GaLV)]-Vektoren den Vorteil, dass eine Aufreinigung der CD4-positiven 
Lymphozyten vor oder nach der Transduktion nicht erforderlich ist. Insbesondere 
f￿r die Gentherapie der HIV-Infektion w￿re es w￿nschenswert, die CD4-positiven 
Lymphozyten infizierter Patienten in Gegenwart der CD8-positiven Lymphozyten 
zu kultivieren, da diese durch zytolytische Aktivit￿t und sezernierte Faktoren wie 
z.B. β -Chemokine die HIV-Replikation hemmen k￿nnen (Buseyne et al., 1996, 
Yang et al., 1997, Garzino-Demo et al., 1998, Geiben-Lynn et al., 2001, Chun et 
al., 2001, Cocchi et al., 2001). 
 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren transduzierten die CD4-positive Population 
prim￿rer Lymphozyten am effizientesten. W￿hrend bei mit GaLV-Env 
pseudotypisierten MLV-Vektoren die Transduktionseffizienz mit einer m.o.i. von 
0,1 und einmaliger Transduktion bei 9,5 % der CD4-positiven Population lag, war 
die Transduktion  der CD4-positiven Population durch [MLV(HIV-1CXCR4)]-
Vektoren bei gleicher Vektormenge mit 21 % um mehr als den Faktor 2 h￿her. 
CD4-negative Zellen wurden nicht transduziert. Die geringere Zahl an Zielzellen  Diskussion 81 
 
f￿r die [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren (38,1-54,9 % CD4-positive Zellen) als f￿r 
[MLV(GaLV)]-Vektoren (alle PBL) kann eine Erkl￿rung f￿r die h￿here Trans-
duktionseffizienz dieser Pseudotypvektoren sein.  
 
In unterschiedlichen Ans￿tzen zur Vektorgewinnung und Transduktion wurden 
mit [MLV(GaLV)]-Vektoren h￿here Transduktionsraten von 25-95 % in CD3-
positiven PBMC erzielt (Bunnell et al., 1995, Fehse et al., 1998, Ayuk et al., 
1999, Dardalhon et al., 1999, Movassagh et al., 2000, Lamana et al., 2001), 
allerdings unter Verwendung von 10- bis 500-fach h￿heren Vektormengen als in 
dieser Arbeit. Vielfach wurden dabei auch mehrere aufeinanderfolgende 
Transduktionen durchgef￿hrt.  
 
Die in der vorliegenden Arbeit zusammengefa￿ten Daten zeigen, dass beim 
Vergleich von [MLV(GaLV)]- Vektoren mit [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren 
letztere nicht nur eine spezifische, sondern auch eine effektivere Transduktion der 
CD4-positiven Zielpopulation im Zellgemisch von Gesamt-PBL erm￿glichen. 
Gegen￿ber den [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren zeigten die [MLV(HIV-1CCR5)]-
Vektoren mit 10,8 % transduzierten CD4-positiven PBL eine geringere Effizienz. 
Der wesentlich niedrigere Prozentsatz CD4/CCR5-positiver Zellen (4,2-5,2 %)   
im Vergleich zu CD4/CXCR4-positiven Zellen (38,1-54,9 %) in menschlichen 
PBL bedingt offensichtlich die niedrige Transduktionseffizienz der [MLV(HIV-
1CCR5)]-Vektoren in Gesamt-PBL und der CD4-positiven Population. Daher 
scheinen [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren geeigneter f￿r eine hocheffiziente 
Transduktion der CD4-positiven Lymphozyten. 
 
Des Weiteren wurde beobachtet, dass die mit [MLV(HIV-1)]-Vektoren 
transduzierten PBL zwar alle CD4-positiv waren (Abb. 3.1.9), dass die 
transduzierte Zellpopulation aber nicht einheitlich den Korezeptor exprimierte, f￿r 
den der zur Transduktion eingesetzte Pseudotypvektor spezifisch war (Abb. 
3.1.10). W￿hrend CD4 konstitutiv exprimiert wird (Petrie et al., 1990), kann die 
Expression der Chemokinrezeptoren mit der Zeit, insbesondere unter Stimulation 
bzw. nach Exposition mit HIV-1 H￿llproteinen schwanken. 
CCR5 wird vorwiegend auf Memory-T-Zellen exprimiert, w￿hrend die CXCR4-
Expression auf naiven, unstimulierten T-Zellen signifikant h￿her ist als auf Diskussion 82 
 
Memory-T-Zellen. (Bleul et al., 1997, Lee et al., 1999). Die Tatsache, dass mit 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren transduzierte Zellen CCR5-positiv sind, k￿nnte 
daher durch die vorhandene, wenn auch geringe CXCR4-Expression auf den 
CCR5-positiven Memory-T-Zellen zu erkl￿ren sein. Dies k￿nnte ebenfalls 
erkl￿ren, warum ein Grossteil der mit [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren transduzierten 
Zellen CXCR4-positiv war.  
 
Bei Stimulation prim￿rer Lymphozyten mit PHA und IL-2 ver￿ndert sich jedoch 
das Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren (Bleul et al., 1997). F￿r die 
Stimulation mit monoklonalen CD3- und CD28-Antik￿rpern konnte eine pheno-
typische Ver￿nderung naiver T-Zellen gezeigt werden (Riley et al., 1998). 
 
Eine weitere Ursache der ver￿nderten Korezeptorexpression k￿nnte eine Internali-
sierung der Korezeptoren nach der Infektion durch die Vektorpartikel sein. Nach 
der Infektion einer Zelle durch HIV kommt es vielfach zur Internalisierung der 
Korezeptoren (Amadori et al., 1992, Cefai et al., 1992, Karsten et al., 1996, 
Ugolini et al., 1997, Wang et al., 1998, Chenine et al., 2000). Dies k￿nnte auch 
nach Transduktion mit Vektoren der Fall sein, die mit H￿llproteinen des HIV-1 
pseudotypisiert sind.  
 
Durch die Ver￿nderung der Korezeptorexpression auf den transduzierten Zellen 
konnte die Korezeptorspezifit￿t der [MLV(HIV-1)]-Vektoren bei prim￿ren T-
Zellen nicht gezeigt werden. Die Transduktion der GHOST-Zellen mit den zwei 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren zeigte jedoch eine spezifische Transduktion der Zellen, 
die den jeweiligen Korezeptor exprimierten (Abb. 3.1.6). Daher ist anzunehmen, 
dass eine spezifische Transduktion auch bei prim￿ren T-Zellen erfolgt, diese 
durch eine Ver￿nderung des Expressionsmusters der Korezeptoren nach der 
Transduktion jedoch nicht im FACS ausgewertet werden kann.   
 
Die [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren zeigten neben der CD4-Spezifit￿t die h￿chste 
Gentransfereffizienz in CD4-positiven Zellen. Die transduzierte Zellpopulation 
bestand sowohl aus CXCR4- als auch aus CCR5-positiven CD4-positiven T-
Zellen, so dass bei einer klinischen ex-vivo Anwendung sowohl CD4/CXCR4- als 
auch CD4/CCR5-positive Lymphozyten reinfundiert w￿rden. Die Weiterent-Diskussion 83 
 
wicklung der [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren scheint aufgrund der geringen 
Transduktionsrate in CD4-positiven Zellen, bedingt durch die niedrige Zahl 
CCR5-positiver CD4-Lymphozyten und aufgrund der Tatsache, dass sich das 
Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren auf den transduzierten Zellen sich 
nicht von dem der mit [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren transduzierten Zellen 
unterscheidet, f￿r die hoch-effiziente Transduktion prim￿rer T-Lymphozyten nicht 
sinnvoll. Daher wurden f￿r die Versuche zur Optimierung des Gentransfers nur 
die [MLV(HIV-1CXCR4)]-, nicht die [MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren verwendet. F￿r 
die Pseudotypisierung lentiviraler Vektoren, die auch die nicht-proliferierenden 
CD4/CCR5-positiven Monozyten und Makrophagen transduzieren k￿nnen, 
k￿nnten CD4/CCR5-trope Pseudotypvektoren von Vorteil sein, da diese Zellen 
f￿r CXCR4-trope Viren wenig suszeptibel sind (Di Marzio et al., 1998). 
 
4.1.5. Optimierung der Transduktionsbedingungen zum Gentransfer in 
humane prim￿re CD4-positive Lymphozyten mittels 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren 
 
F￿r [MLV(MLV)]-Vektoren wurde beschrieben, dass durch Mehrfachtransduk-
tionen die Gentransfereffizienz um 3-9 % je weiterer Transduktion zunimmt 
(Pollok  et al., 1998). Auch f￿r [MLV(GaLV)]-Vektoren sind Protokolle mit 
mehreren aufeinanderfolgenden Transduktionen beschrieben, um eine h￿here 
Gentransfereffizienz zu erzielen (Leavitt et al., 1996, Morgan et al., 1996, 
Onodera et al., 1998, Pollok et al., 1998, Li et al., 1998, Movassagh et al 2000, 
Uckert  et al., 2000). Auch bei [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren konnte in dieser 
Arbeit durch wiederholte Transduktionen eine Steigerung der Gentransferrate um 
7 bis 45 % erzielt werden. Der Effekt war jedoch stark donorabh￿ngig. Wurde 
schon mit der ersten Transduktion ein relativ hoher Prozentsatz der Zellen 
transduziert, so war die Effizienzsteigerung nach der dritten Transduktion relativ 
niedrig. War hingegen die Transduktionsrate nach der ersten Transduktion 
geringer, so war die Steigerung mit der dritten Transduktion vergleichsweise 
hoch. Auch hier waren die Schwankungen der erzielten Ergebnisse zwischen den 
Zellen unterschiedlicher Donoren sehr stark. Ein Grund f￿r die unterschiedlichen 
Steigerungsraten k￿nnte die Internalisierung von CD4 oder CXCR4 nach 
Anbindung von HIV-1 gp120 sein. F￿r die HIV-1 Infektion von Zellen ist 
vielfach eine Internalisierung von CD4 und CXCR4 nach Bindung von gp120 Diskussion 84 
 
beschrieben (Amadori et al., 1992, Cefai et al., 1992, Karsten et al., 1996, Ugolini 
et al., 1997, Wang et al., 1998). Die Tatsache, dass alle mit [MLV(HIV-1)]-
Vektoren transduzierten Zellen im FACS CD4-positiv waren (Abb. 3.1.9 und 
3.1.10), spricht eher f￿r eine Internalisierung des Korezeptors, was auch eine 
Erkl￿rung f￿r das Korezeptor-Expressionsmuster f￿nf Tage nach der Transduktion 
sein k￿nnte (Abb. 3.1.10).  
 
Ein weiter Grund f￿r die gro￿en Schwankungen k￿nnte eine unterschiedliche 
Kinetik in der Stimulation der Zellen der einzelnen Donoren sein. W￿ren am Tag 
der ersten Transduktion die Zellen eines Donors st￿rker stimuliert, k￿nnte die 
Transduktionsrate h￿her sein, w￿hrend bei anderen Donoren die Zellen erst am 
zweiten Tag der Transduktion optimal stimuliert w￿ren und daher ein gro￿er 
Anstieg der Transduktionsrate bei einer zweiten Transduktion erfolgen w￿rde. 
  
Mehrfache Transduktionen verl￿ngern die ex-vivo Kulturdauer der Zellen vor der 
Reinfusion und erh￿hen damit Risiken wie Kontaminationen, Immunreaktionen 
gegen Mediumbestandteile und Ver￿nderungen des T-Zell-Repertoirs (Bunnell et 
al., 1997, Movassagh et al., 2000). Somit w￿re ein Umgehen mehrfacher Trans-
duktionen durch einmalige, hocheffiziente Transduktion der Zellen von gro￿em 
Vorteil.  
 
F￿r die Verwendung von autologem menschlichen Serum bei der Transduktion 
prim￿rer T-Zellen mit [MLV(GaLV)]-Vektoren wurde eine Erh￿hung der 
Gentransfereffizienz um den Faktor zwei beschrieben (Ayuk et al., 1999). In der 
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von 10 % 
autologem Plasma und  10 % FKS f￿r [MLV(GaLV)]-Vektoren ebenfalls zu einer 
Verdoppelung der Gentransfereffizienz f￿hrte, f￿r [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren 
betrug die Steigerung 30 %. Die Schwankung bei der Verwendung von Zellen 
verschiedener Donoren war hierbei sehr gering. Wurden statt 10 % FKS und 10 % 
autologem Plasma 20 % autologes Plasma verwendet, so stieg die Gentransferrate 
f￿r [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren um weitere 6,5 %, nicht jedoch bei 
[MLV(GaLV)]-Vektoren. Der Grund f￿r den positiven Effekt autologen Plasmas 
auf die Transduktionsrate ist bisher nicht bekannt, es k￿nnte aber einen Einfluss 
sowohl auf die Virus-Zell-Interaktion als auch auf die Vektorstabilit￿t haben Diskussion 85 
 
(Uckert, pers￿nliche Mitteilung). F￿r die klinische Anwendung von 
[MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren w￿re die Verwendung von 20 % autologen 
Plasmas anzustreben, da eine ex-vivo  Kultivierung der Zellen in Medium mit 
f￿talem K￿lberserum (FKS) ￿bertragungsrisiken xenogener Erreger birgt. 
Aufgrund der begrenzten Menge autologen Plasmas, das zur Verf￿gung stand, 
wurden f￿r die weiteren Optimierungsversuche nur 10 % autologes Plasma und 
10 % FKS verwendet.  
 
Es wurde untersucht, ob durch eine Steigerung der Vektormenge bei nur 
einmaliger Transduktion die gleichen Transduktionsraten wie bei dreimaliger 
Transduktion mit einer m.o.i. von 1 erreicht werden k￿nnen. Die Versuche 
zeigten, dass bei einer m.o.i. von 5 im Vergleich zu einer m.o.i. von 1 bei 
einfacher Transduktion die Gentransfereffizienz f￿r humane PBL bereits im 
Durchschnitt um mehr als das Dreifache ansteigt. Bei weiterer Steigerung der 
Vektormenge (m.o.i. = 10 bzw. 15) war der Anstieg der Transduktionsrate 
geringer, maximal wurden mit einer m.o.i. von 15 bei einem Donor 91 % der 
CD4-positiven Zellen transduziert.  
Die Analyse der mit hoher m.o.i. transduzierten Zellen im FACS deutete darauf 
hin, dass die Steigerung der Vektormenge ￿ber eine m.o.i. von 10 zu Mehrfach-
integrationen des Transfervektors f￿hrt. Da Mehrfachintegrationen ein erh￿htes 
Risiko der Insertionsmutagenese in den transduzierten Zellen bergen (Vanin et al., 
1994), scheint die Verwendung einer m.o.i. von 5-10 optimal, um mit einmaliger 
Transduktion einen m￿glichst hohen Prozentsatz CD4-positiver Zellen zu 
transduzieren und das Risiko f￿r Mehrfachintegrationen zu reduzieren. 
 
Nach Optimierung der Transduktionsmethode unter Ber￿cksichtigung aller 
optimierten Faktoren konnten mit den [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren bis zu 80 % 
der CD4-positiven T-Zellen mit einer m.o.i. von 5-10 und einmaliger 
Transduktion in Anwesenheit autologen Plasmas transduziert werden. ˜hnlich 
hohe Transduktionsraten konnten bisher nur bei mehrfacher Transduktion und 
zum Teil mit wesentlich h￿herer m.o.i. erzielt werden (Ayuk et al., 1999, Pollok 
et al., 1998, Movassagh et al., 2000). Die Verwendung h￿herer [MLV(HIV-
1CXCR4)]-Vektormengen erlaubt die Transduktion von bis zu 91 % der CD4-Diskussion 86 
 
positiven Zellen, birgt aber das Risiko von Mehrfachtransduktionen und damit 
von Insertionsmutagenesen.  
 
 
4.2 VERGLEICH DER WIRKUNG VERSCHIEDENER INHIBITORISCHER 
GENE F￿R DIE GENTHERAPIE DER HIV-INFEKTION 
 
Das prim￿re Ziel der Enwicklung von [MLV(HIV-1)]-Vektoren ist der 
Gentransfer in CD4-positive Lymphozyten zur intrazellul￿ren Immunisierung 
gegen HIV. Parallel zur Optimierung des [MLV(HIV-1)]-vermittelten Gentrans-
fers in prim￿re CD4-positive Lymphozyten wurden daher verschiedene bekannte 
HIV-inhibitorische Gene auf ihre Wirksamkeit hinsichtlich der Hemmung der 
Virusreplikation getestet. Bisher gibt es keine Arbeiten, in denen die von 
verschiedenen Gruppen entwickelten inhibitorischen Gene unter gleichen 
Bedingungen, d.h. im gleichen Expressionsvektor, im gleichen Zellsystem und 
nach Infektion mit dem gleichen Virusstamm bei ebenfalls gleicher Virusmenge, 
getestet wurden. Dadurch war ein direkter Vergleich der inhibitorischen Wirksam-
keit bisher nicht m￿glich. 
F￿r den Vergleich wurden die potentiellen Inhibitoren IL-16 (Baier et al., 1995, 
Zhou et al., 1997), einkettige Antik￿rperfragmente gegen Integrase (α -IN-scFv, 
Levy-Mintz et al., 1996) und Reverse Transkriptase (α -RT-scFv, Shaheen et al., 
1996) und zwei Ribozyme, die die virale RNA in der 5·-LTR (HP-LTR-2, 
Ojwang  et al., 1992) bzw. im pol-Leserahmen (HH-POL-13, Klebba, 2000) 
spalten, ausgew￿hlt.  
 
Zur intrazellul￿ren Expression der Inhibitoren in T-Zellen wurde der f￿r die 
Genexpression in h￿matopoetischen Zellen optimierte Expressionsvektor 
MgSLdelS verwendet. Er kodiert als Markergen die trunkierte Form des humanen 
Nervenwachstumsfaktor-Rezeptors (∆ LNGFR). Dieser Oberfl￿chenmarker eignet 
sich f￿r eine sp￿tere therapeutische Anwendung, da es ein humaner Rezeptor ist 
und er daher keine Immunreaktion hervorruft. Er ist im FACS leicht nachzu-
weisen und wird nativ nur auf neuronalen Zellen exprimiert. Die HIV-
inhibitorische Wirkung der verschiedenen Gene wurde nach retroviralem 
Gentransfer in die T-Zelllinie SupT1 untersucht. SupT1-Zellen waren bereits f￿r 
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Reverse Transkriptase (RT) verwendet worden (Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen 
et al., 1996), in denen eine deutliche Inhibition der Replikation zu beobachten 
war. Auch in vielen weiteren Arbeiten zur Bewertung der inhibitorischen 
Wirkung von anti-HIV-Genen wurde die Zelllinie SupT1 als Indikatorzelllinie 
verwendet (Morgan et al., 1994, Ragheb et al., 1995, Mhashilkar et al., 1999, 
Adelson et al., 1999, Krebs et al., 1999), weshalb sie zun￿chst auch in dieser 
Arbeit f￿r die Inhibitionskinetiken ausgew￿hlt wurde. Zur Transduktion der 
SupT1-Zellen mit den Expressionsvektoren der Inhibitorgene wurden 
[MLV(GaLV)]-Vektoren eingesetzt. Nach magnetischer Zellsortierung auf den 
Oberfl￿chenmarker ∆ LNGFR wurden SupT1-Linien erhalten, die zu 95-98 % den 
jeweiligen Transfervektor exprimierten. Diese Kulturen wurden in die HIV-
Inhibitionsversuche eingesetzt.  
 
Ein Problem beim Vergleich verschiedener HIV-Inhibitoren bestand bisher darin, 
dass ihr Potential zur Hemmung der HIV-1 Replikation mit unterschiedlichen 
HIV-Isolaten getestet wurde. Um die Inhibitor-exprimierenden SupT1-Zellen auf 
eine Inhibition der HIV-Replikation hin zu vergleichen, wurden alle Linien mit 
den HIV-1 St￿mmen NL4-3 bzw. IIIB infiziert. Das α -IN-scFv ist gegen die 
Integrase von HIV-1NL4-3  (Bizub-Bender, 1994, Levy-Mintz, 1996), das α -RT-
scFv gegen die RT von HIV-1IIIB generiert worden (Intracel Inc., Cambridge, 
Massachusets, Shaheen et al., 1996). Die Daten zur HIV-Inhibition der scFv 
gegen Integrase und Reverse Transkriptase basieren auf Infektionen von SupT1-
Zellen mit HIV-1NL4-3 und HIV-1R7-HXB2 (Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen et al., 
1996). Die vorhandenen HIV-Inhibitionsdaten der Ribozyme wurden durch 
Infektion von Ribozym-positiven Zellen mit HIV-1IIIB gewonnen (Klebba, 2000).  
 
Die Infektion erfolgte zun￿chst mit HIV-1NL4-3. Im Vergleich zu den SupT1-
Zellen ohne Transfervektor zeigten die Zellen mit dem Kontrollvektor LCo, der 
kein inhibitorisches Gen enth￿lt, einen verz￿gerten Anstieg der p24-
Konzentration, die ein Korrelat der Menge von HI-Virionen darstellt. Eventuell 
hat die Expression des Vektors einen schwach inhibitorischen Einflu￿ auf die 
HIV-Replikation. Nur in zwei Inhibitor-Kulturen lag die maximal erreichte p24-
Konzentration als Ma￿ der Virusreplikation ￿ber den gesamten Zeitraum von 17 
Tagen nach der Infektion signifikant niedriger als in den Kontrollen: in den Diskussion 88 
 
SupT-1 Kulturen, die das α -RT-scFv exprimierten, und in den f￿r das HP-LTR-2-
positiven Kulturen. In Letzteren war nach 11 Tagen keine Replikation mehr 
nachweisbar. Im Mikroskop zeigte sich jedoch, dass die Zellen abgestorben waren 
und daher keine Virusreplikation stattfinden konnte. Da in den uninfizierten 
SupT1 HP-LTR-2 Kulturen kein Unterschied in der Zellviabilit￿t im Vergleich 
mit den anderen SupT1-Kulturen festgestellt werden konnte (nicht gezeigt), 
scheint das Ribozym selbst keinen toxischen Effekt auf die Zellen zu haben. Auch 
in den Arbeiten von Klebba et al. (2000) und Ojwang et al. (1992) wurde keine 
zelltoxische Wirkung des HP-LTR-2-Ribozyms beschrieben. Der Grund f￿r das 
Absterben der Zellen ist demnach unklar.  
 
Die das HH-POL-13 Ribozym-exprimierenden SupT1-Kulturen zeigten eine um 
3-4 Tage verz￿gerte HIV-1 Replikation. F￿r das HH-POL-13 Ribozym wurde 
eine Inhibition der HIV-Replikation um 4 Gr￿￿enordnungen ￿ber 42 Tage bei 
einer Infektion von Hut78-Zellen mit HIV-1IIIB (m.o.i. = 0,01) beschrieben 
(Klebba, 2000). Im Vergleich zu dem hier durchgef￿hrten Experiment wurde also 
sowohl ein anderer Virusstamm als auch eine andere Zelllinie verwendet, was 
m￿glicherweise Gr￿nde f￿r eine schw￿chere Inhibition der Replikation sein 
k￿nnten. Der retrovirale Expressionsvektor war in beiden Versuchsans￿tzen 
identisch.  
 
Die IL-16 und α -IN-scFv-positiven Kulturen zeigten keine Replikations-
Inhibition. Im Vergleich zu den publizierten Daten zum α -IN-scFv von Levy-
Mintz et al. (1996) und dem α -RT-scFv von Shaheen et al. (1996) wurde nur ein 
anderer Transfervektor eingesetzt, Zelllinie und Virusstamm waren identisch. 
Nach Abschluss der Arbeiten wurde jedoch eine Korrektur dieser Ver￿ffent-
lichungen zu den α -IN- und α -RT-scFv (Levy-Mintz et al., 1996, Shaheen et al., 
1996) publiziert. Diese besagt, dass sich die Autoren in der m.o.i., mit der die 
HIV-1 Inhibitionsstudien durchgef￿hrt worden waren, verrechnet hatten (J. Virol. 
2001, 75: 1092-1093). Die m.o.i. lag in den publizierten Versuchen um Faktor 
2000 f￿r das α -IN-scFv bzw. Faktor 300 f￿r das α -RT-scFv niedriger als zun￿chst 
angegeben. Wahrscheinlich ist daher die in dieser Arbeit eingesetzte, h￿here 
m.o.i. der Grund f￿r die nicht bzw. nur sehr schwach vorhandene Inhibition der 
HIV-Replikation der beiden scFv. Fraglich ist, ob eine Inhibition der Virusrepli-Diskussion 89 
 
kation bei einer extrem niedrigen m.o.i. von 4 x 10
-5 und 2 x 10
-5 relevant ist. 
Jedoch ist nicht auszuschlie￿en, dass die Virusmengen in vivo ￿hnlich gering sind 
und ein inhibitorischer Effekt mit den scFv gegen IN und RT erzielt werden 
k￿nnte.  
 
F￿r Interleukin-16-exprimierende SupT1-Zellen konnte keine Inhibition der HIV-
Replikation beobachtet werden. Gr￿nde k￿nnen eine zu niedrige IL-16 Expression 
sein oder mangelnde inhibitorische Wirkung des Interleukins. Die HIV-inhibito-
rische Wirkung von IL-16 ist nach wie vor umstritten. Nach Zugabe von 
rekombinantem IL-16 zu T-Zellen wurde eine Inhibition von HIV-1 beobachtet 
(Baier  et al., 1995). Auch von retroviralen Vektoren in Jurkat T-Zelllinien 
exprimiertes IL-16 vermittelte eine Inhibition der HIV-Replikation (Zhou et al., 
1997). Andere Gruppen konnten diese inhibitorische Wirkung in anderen 
Zellsystemen jedoch nicht beobachten (Gao et al.1997, Amiel et al., 1999).  
 
Klebba  et al. (2000a) publizierten, dass das Ma￿ der HIV-1 Inhibition von der 
Expressionsst￿rke des Transfervektors und damit des Inhibitors abh￿ngig ist. 
Hochexprimierende Zellen vermittelten eine l￿ngeranhaltende Inhibition als 
Mischkulturen mit im Schnitt niedrigerer Expression des Vektors. Die 
Inhibitorexpression korrelierte dabei direkt mit der Expression des Oberfl￿chen-
markers ∆ LNGFR. Anhand des MgEGFP ∆ LNGFR-Vektors wurde untersucht, ob 
auch die Expression eines 5·- kodierten Proteins im bicistronischen Vektor f￿r die 
Inhibitoren IL-16, α -IN-scFv und α -RT-scFv mit der ∆ LNGFR-Expression 
korreliert. Da in Zellen mit h￿herer ∆ LNGFR-Expression auch die EGFP-
Expression st￿rker war, kann davon ausgegangen werden, dass diese positive 
Korrelation auch f￿r andere Inhibitoren gilt, deren cDNA auf dem Expressions-
vektor 5· vom Markergen lokalisiert ist.  
 
Die verschiedenen SupT1 Inhibitorkulturen zeigten eine sehr unterschiedliche 
∆ LNGFR-Expressionsst￿rke. Auf den Ribozym-exprimierenden Kulturen wurde 
der Marker am st￿rksten exprimiert. Dies kann dadurch begr￿ndet sein, dass bei 
diesen Vektoren kein Splicing notwendig ist, um den ∆ LNGFR zu exprimieren 
(Abb. 3.2.1). 
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Um zu untersuchen, ob SupT1-Kulturen, die eine h￿here Vektorexpression 
zeigen, auch eine bessere Inhibition der HIV-Replikation vermitteln, wurden die 
Kulturen auf hochexprimierende Zellen sortiert. Im Schnitt zeigten die Ribozym-
exprimierenden Zellen und die Kultur, die den Kontrollvektor exprimiert, zwar 
auch nach der Sortierung eine st￿rkere ∆ LNGFR-Expression als die sortierten 
scFv- und IL-16 exprimierenden Kulturen. Allerdings war auch in diesen die 
∆ LNGFR-Expression nach der Sortierung im Vergleich zu vorher signifikant 
erh￿ht. Die so sortierten SupT1-Kulturen wurden in eine weitere Infektionskinetik 
mit HIV-1NL4-3 eingesetzt. Die einzige SupT-1 Kultur, in der im Vergleich zu den 
Kontrollen eine Inhibition der Replikation zu erkennen war, war die HP-LTR-2-
positive SupT1-Linie. Der p24-Wert lag im Maximum etwa eine Gr￿￿enordnung 
unter dem Kontrollwert. Es zeigte sich jedoch wieder, dass diese Zellen 
abgestorben waren. Die wenig signifikante Inhibition des α -RT-scFv aus dem 
ersten Experiment war nicht reproduzierbar. Die anf￿nglich beobachtete schwache 
Inhibition k￿nnte versuchsbedingte Schwankungen wiederspiegeln.  
 
In einem dritten Infektionsversuch wurden alle sortierten Kulturen mit HIV-1IIIB 
infiziert um zu untersuchen, ob die f￿r die Ribozyme HH-POL-13 und HP-LTR-2 
publizierte, langanhaltende HIV-1 Inhibition spezifisch f￿r das verwendete 
Virusisolat HIV-1IIIB ist (Klebba et al., 2000, Klebba, 2000). Auch in diesem 
Experiment zeigten nur die HP-LTR-2-positiven SupT1-Kulturen im Mittel eine 
Verz￿gerung der HIV-Replikation, in zwei von drei Replikaten war bis 15 Tage 
nach Infektion kein p24-Protein detektierbar. Die Zellen zeigten jedoch im 
Vergleich zu den anderen Kulturen eine verlangsamte Proliferation. Eine 
Inhibition der HIV-Replikation ￿ber 49 Tage um 4 Gr￿￿enordnungen (Klebba et 
al., 2000) konnte nicht reproduziert werden. F￿r das Polymerase-Ribozym (HH-
POL-13) wurde bei Infektion mit einer m.o.i. von 0,01 eine Inhibition der HIV-
1IIIB-Replikation ￿ber 56 Tage um 4 Gr￿￿enordnungen gezeigt (Klebba, 2000). 
Auch diese Inhibition konnte nicht reproduziert werden. Jedoch wurden f￿r die 
ver￿ffentlichten Inhibitionsstudien mit HP-LTR-2 und HH-POL-13 PM1-Zellen 
mit dem Ribozym-exprimierenden Vektor transduziert und infiziert. In dieser 
Arbeit wurden SupT1-Zellen verwendet. PM1-Zellen erm￿glichen wahrscheinlich 
eine h￿here Transgenexpression nach retroviralem Gentransfer im Vergleich zu 
SupT1-Zellen (von Laer, pers￿nliche Mitteilung). Dies k￿nnte eine Erkl￿rung f￿r Diskussion 91 
 
die mangelnde Reproduzierbarkeit der HIV-Inhibition durch die Ribozyme sein. 
Eine weitere M￿glichkeit ist eine unterschiedliche Permissivit￿t von PM1 und 
SupT1-Zellen f￿r HIV.  
 
F￿r klinische Anwendungen solcher HIV-inhibitorischer Gene w￿re eine 
langanhaltende und hohe Expression in prim￿ren T-Zellen notwendig. Daher 
erscheint die Weiterentwicklung der retroviralen Expressionsvektoren f￿r eine 
hohe und langanhaltende Expression in prim￿ren T-Zellen sinnvoll.  
 
Die Daten dieser Arbeit zeigten, dass der jeweils verwendete Expressionsvektor 
f￿r den HIV-Inhibitor, der verwendete Zelltyp, in dem das inhibitorische Gen 
exprimiert wird, sowie der verwendete Virusstamm und die Virusmenge bei der 
Infektion einen gro￿en Einfluss auf das Ma￿ der inhibitorischen Wirksamkeit 
einzelner Inhibitoren haben k￿nnen. Um eine objektive Aussage ￿ber die 
Wirksamkeit verschiedener HIV-inhibitorischer Gene zu treffen, reicht es nicht 
aus, die Inhibitionsversuche mit nur einem Zelltyp und einem Virusisolat 
durchzuf￿hren. Vielmehr sollte die Hemmung der HIV-Replikation durch einen 
Inhibitor m￿glichst unabh￿ngig vom verwendeten Zelltyp und Virusisolat sein.  Zusammenfassung 92 
 
5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
F￿r verschiedene gentherapeutische Ans￿tze zur Behandlung der HIV-Infektion 
oder anderer erworbener oder angeborener Krankheiten wie z. B. der angeborenen 
Immunschw￿che SCID ist ein hocheffizienter Gentransfer in CD4-positive T-
Lymphozyten erforderlich. In der vorliegenden Arbeit wurden daher geeignete 
retrovirale Pseudotypvektoren weiterentwickelt. Unter Einsatz von Markergenen 
wurden Methoden der Transduktion prim￿rer humaner Lymphozyten optimiert. 
Schlie￿lich wurden verschiedene potentielle therapeutische anti-HIV-Gene durch 
retroviralen Gentransfer in humane T-Zelllinien ￿bertragen und hinsichtlich der 
Hemmung der in-vitro Replikation verschiedener HIV-St￿mme verglichen.  
 
Zun￿chst wurden stabile Verpackungszelllinien zur Herstellung von 
[MLV(HIV-1)]- und [MLV(GaLV)]-Pseudotypvektoren entwickelt, die ein f￿r die 
Analyse der Transduktionseffizienz geeignetes Markergen ￿bertragen. 
[MLV(HIV-1)]-Vektoren konnten mit Titern bis zu 2 x 10
5 i.E. / ml hergestellt 
werden. 
 
Die Optimierung der Kultivierung prim￿rer humaner T-Lymphozyten vor dem ex-
vivo Gentransfer ergab, dass eine 24-st￿ndige PHA/IL-2 Stimulation mit 
anschlie￿ender 48-st￿ndiger Kultivierung in IL-2 Medium optimal f￿r die 
Transduktion prim￿rer CD4-positiver T-Lymphozyten unter weitgehender 
Erhaltung des Expressionsmusters der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5 
ist. Bei l￿ngerer Stimulation mit PHA und IL-2 ver￿ndert sich sowohl das 
CD4/CD8-Verh￿ltnis als auch die CCR5-Expression gegen￿ber nativem Blut 
signifikant.  
 
Die Analyse der Expression des ￿bertragenen Markergens und anderen 
Oberfl￿chenmarkern der Zellen nach der Transduktion zeigte eine strikte 
Abh￿ngigkeit der Transduktion der [MLV(HIV-1)]-Vektoren vom HIV-Rezeptor 
CD4, w￿hrend herk￿mmliche [MLV(GaLV)]-Vektoren sowohl CD4-positive als 
auch CD4-negative Zellen transduzierten. Die Effizienz von [MLV(HIV-1CXCR4)]-
Vektoren f￿r CD4-positive Zellen war signifikant h￿her als die der 
[MLV(GaLV)]-Vektoren, w￿hrend die Transduktionseffizienz der Zusammenfassung 93 
 
[MLV(HIV-1CCR5)]-Vektoren aufgrund der geringen Anzahl CCR5-positiver 
CD4-T-Zellen am niedrigsten war. Zwei Tage nach der Transduktion wurde eine 
reduzierte Korezeptorexpression in den Zellen nachgewiesen. Gr￿nde hierf￿r 
k￿nnten die Internalisierung der Korezeptoren nach der Transduktion oder eine 
durch die Kultivierung der Zellen bedingte ˜nderung der Expression sein.  
 
Nach weiterer Optimierung des retroviralen Gentransferprotokolls, u.a. durch 
Verwendung autologen Plasmas, konnten schlie￿lich bei einmaliger Transduktion 
mit einer m.o.i. von 5 mit den [MLV(HIV-1CXCR4)]-Vektoren Transduktionsraten 
von bis zu 80 % erreicht werden.  
 
Zum Vergleich der Wirkung potentieller anti-HIV-Gene, die mit den neuen 
Vektoren in der Gentherapie des Immunschw￿chesyndroms AIDS eingesetzt 
werden k￿nnten, wurden f￿nf verschiedene HIV-Inhibitoren (zwei intrazellul￿r 
exprimierte Antik￿rperfragmente (scFv) gegen HIV-1 Integrase und Reverse 
Transkriptase, zwei Ribozyme, die die HIV-1 RNA in der 5·-LTR oder im Pol-
Leserahmen spezifisch spalten, sowie Interleukin-16) in den gleichen 
Transfervektor kloniert und durch retroviralen Gentransfer in die T-Zelllinie 
SupT1 ￿bertragen. In Infektionsversuchen mit zwei unterschiedlichen HIV-1 
St￿mmen vermittelte jedoch keiner der potentiellen Inhibitoren eine signifikante 
Resistenz gegen￿ber HIV-1. Erst nach Sortierung der Kulturen auf starke 
Expression der ￿bertragenen Gene konnte in den sortierten Zellen eine geringe 
Hemmwirkung des 5·-LTR-spezifischen Ribozyms auf die in-vitro Replikation 
des Stammes HIV-1IIIB, nicht jedoch auf die des Stammes HIV-1NL4-3 gezeigt 
werden. Die Signifikanz dieser Beobachtung mu￿ ￿ber den Vergleich der 
Hemmwirkung weiterer Inhibitorgene gekl￿rt werden. 
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7 ABK￿RZUNGSVERZEICHNIS 
 
ADA Adenosin  deaminase 
agm  Afrikanische Gr￿ne Meerkatze 
AIDS  Acquired Immunodeficiency Syndrome 
aMLV Amphotropes  MLV 
ATB  Neutraler Aminos￿uretransporter, Rezeptor f￿r 
RD114 
 
β -Gal beta-Galactosidase 
Bob  ￿Brother of Bonzo￿, Chemokinrezeptor 
Bonzo  Chemokinrezeptor der CC-Familie   
BSA Bovines  Serumalbumin 
 
CA Capsid-Protein   
CCR Chemokinrezeptor   
CIP Calf  intestine  phosphatase 
CXCR  Chemokinrezeptor der CXC-Familie 
 
DMEM  Dulbecco·s modified eagle medium 
DNA Desoxyribonukleins￿ure 
 
EGFP  Enhanced green fluorescent protein 
ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 
Env H￿llprotein 
 
FACS Fluoreszenzaktivierte  Zellsortierung 
FITC 5·-Fluoroisothiozyanat 
FKS F￿tales  K￿lberserum 
FL Fluoreszenz 
 
gag virales  Strukturgen 
GaLV  Gibbon ape Leukemiavirus 
Glr-1  GaLV-Rezeptor-1, auch als Pit-1 bezeichnet, 
membranst￿ndiger Phosphat-Transporter 
GvHD Graft-versus-Host-Disease 
 
HAART  Highly Active Anti-Retroviral Therapy 
HH-POL-13  Hammerhead Ribozym POL 13   
HIV Humanes  Immundefizienzvirus 
HP-LTR-2  Hairpin Ribozym LTR 2  
HSC H￿matopoetische  Stammzelle(n) 
hu human 
 
IL Interleukin 
IN Integrase 
 
kD kilo  Dalton 
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∆ LNGFR  Trunkierte Form des schwach-affinen 
Nervenwachstumsfaktor-Rezeptors 
LTR  Long Terminal Repeat 
 
MA Matrix-Protein 
MACS Magnetische  Zellsortierung 
MHC  Major Histocompatibility Complex 
MLV Murines  Leuk￿mievirus 
m.o.i. Multiplizit￿t  der  Infektion 
MSCV Murines  Stammzellvirus 
 
NADPH Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 
NC Nucleocapsid-Protein 
Nef Negative  factor 
NSI non-syncytia  inducing 
 
PBL Prim￿re  Blutlymphozyten 
PBMC Prim￿re  mononukle￿re  Blutzellen 
PBS  Phosphate buffered saline 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PE Phycoerythrin 
PerCP  Peridin Chlorophyll Protein 
PHA Phytohemagglutinin 
Pit-1 Membranst￿ndiger  Phosphat-Transporter, 
GaLV-Rezeptor, auch als Glvr-1 bezeichnet 
PPT Poly-Purintrakt 
PR Protease 
Ψ  Verpackungssignal 
 
Ram-1  Membranst￿ndiger Phosphattransporter, auch 
als Pit-2 bezeichnet, Rezeptor f￿r amphotropes 
MLV 
RD114  Felines Endogenes Retrovirus 
Rev  Regulatorisches Protein von HIV, reguliert das 
Splicing und den RNA-Transport 
RevM10  Transdominant-negative Variante des Rev-
Proteins 
RNA Ribonukleins￿ure 
rpm  Umdrehungen pro Minute 
RPMI  Kulturmedium aus dem ￿Roswell Park 
Memorial Institute￿ 
R-Region  Repetitive Sequenz an 5·- und 3·-Ende der 
viralen RNA  
RT Reverse  Transkriptase 
 
SA Splice-Akzeptor 
scFv einkettiges  Antik￿rperfragment 
SCID  Severe Combined Immunodeficiency 
SD Splice-Donor 
SFFV  Spleen Focus Forming Virus 
SI syncytia  inducing Abk￿rzungsverzeichnis 117 
 
SU externes  H￿llprotein   
 
T20  Synthetisches Peptid analog zu den 
Aminos￿uren 637 bis 666 aus HIV-1 gp41, 
HIV-1-inhibitorisches Peptid 
Tat  Transkriptioneller Transaktivator  
TCID50  Tissue Culture Infectious Dosis 50 % 
TM Transmembran-Protein 
 
U3  Teil der LTR, spezifisch f￿r das 3·-Ende der 
viralen RNA 
U5  Teil der LTR, spezifisch f￿r das 5·-Ende der 
viralen RNA 
 
V28  G-Protein gekoppelter 7-Transmembran-
rezeptor, Korezeptor f￿r bestimmte HIV-
Isolate 
 
Vif  Viral infectivity factor 
Vpr Viral  Protein 
Vpu  Viral Protein U 
VSV Vesikul￿res  Stomatitisvirus 
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